








Influência de bioestimulantes de base natural e do stress hídrico no 
perfil químico e bioativo da vagem de feijão Phaseolus vulgaris L. cv. 
“Rainha Roxa”  
  
Sara Monteiro Figueiredo 
 
Dissertação apresentada à Escola Superior Agrária de Bragança para obtenção do 


















































Este trabalho é financiado pelo programa FEDER-Interreg España-Portugal, no âmbito 










Especial agradecimento a todos os que me ajudaram neste percurso, à minha 
família nuclear que me dispensou o tempo necessário para fazer este mestrado e me 
motivaram a cada passo em especial às minhas filhas que me deram alento. Às minhas 
dedicadíssimas orientadoras Dra. Lillian Barros e Dra. Ângela Fernandes que me guiaram 
muitíssimo bem no desenrolar desta tese, apesar dos contratempos impostos a todos nós 
devido à pandemia. Um muito obrigada a Rui Pedro Lopes pelo tempo, apoio e paciência.  
Uma palavra de agradecimento ao Dr. Spyridon Petropoulos com o qual 
desenvolvi uma parte do trabalho desta tese, através da parceria do CIMO com a 






Para crescerem, as culturas necessitam de solo, água, luz solar e calor apropriados. 
No entanto, as alterações climáticas têm vindo a afetar a duração do período de cultivo, 
as datas de floração e, o período de colheita ocorre mais cedo. 
Em certas regiões mediterrânicas, algumas culturas poderão passar a ser cultivadas 
no inverno, devido ao calor extremo e ao stress hídrico nos meses de verão. Noutras 
regiões, como o oeste da França e o sudeste da Europa, prevê-se uma redução do 
rendimento das culturas devido aos verões quentes e secos e à impossibilidade de 
transferir a produção para o inverno. 
Por outro lado, nos últimos anos tem-se verificado um crescente uso 
de bioestimulantes no sector agrícola em detrimento dos fertilizantes sintéticos e 
pesticidas. O aumento da procura por parte dos produtores agrícolas por produtos cada 
vez mais naturais, e que contribuam para um aumento da produtividade e qualidade das 
culturas agrícolas, parece caracterizar o caminho da agricultura na atualidade. 
É assim imperativo avaliar a adaptabilidade das culturas ao deficit hídrico, bem 
como incentivar o uso de bioestimulantes. 
Em particular, o feijão, está entre os alimentos mais versáteis e comumente 
consumidos em todo o mundo, e muitas variedades são cultivadas. Devido à sua 
composição nutricional, e sendo um alimento de preço económico, tem o potencial de 
melhorar a qualidade da dieta e a saúde a longo prazo daqueles que o consomem 
regularmente. 
O presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da aplicação de três 
bioestimulantes de base natural (Nomoren, Twin Anti-stress e X-stress) sob irrigação 
normal e stress hídrico no crescimento da vagem de feijão “Rainha Roxa”; a influência 
na composição nutricional, química e propriedades bioativas foi avaliada.  
Observou-se um efeito variável com a aplicação dos bioestimulantes e o stress 
hídrico nos parâmetros do valor nutricional; a frutose e a sacarose foram os principais 
açúcares detetados, principalmente no tratamento NW+ e CW-, respetivamente. O ácido 
oxálico e os ácidos málico e cítrico foram os ácidos orgânicos mais abundantes nos 
tratamentos CW- e XSW+, respetivamente, enquanto o γ-tocoferol e o conteúdo total de 
tocoferóis foram elevados no tratamento TWW+. (+)-Catequina e (-)-epicatequina foram 




Verificou-se que a capacidade antioxidante foi variável nos ensaios de TBARS e 
OxHLIA, enquanto os extratos hidroalcoólicos referentes ao tratamento TWW+ 
apresentaram melhor potencial contra os fungos testados neste trabalho.  
Os bioestimulantes testados apresentaram um efeito positivo na composição 
química e bioatividades na vagem do feijão roxo dependendo do regime de irrigação. 
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In order to grow, crops need appropriate soil, water, sunlight and appropriate heat. 
However, climate change has been affecting the length of the growing season, flowering 
and harvest dates occur several days earlier. 
In certain Mediterranean regions, some crops may be grown in winter, due to 
extreme heat and water stress in the summer months. In other regions, like western France 
and southeastern Europe, a reduction in crop yield is expected due to hot and dry summers 
and the impossibility of transferring production to winter. 
On the other hand, in recent years there has been an increasing use of biostimulants 
in the agricultural sector to the detriment of synthetic fertilizers and pesticides. 
Agricultural producers are looking for increasingly natural products, and that contribute 
to an increase in productivity and quality of agricultural crops, seems to characterize the 
path of agriculture today. 
It is therefore important to assess the adaptability of crops to water deficit, as well 
as to encourage the use of biostimulants. 
Particularly, beans are among the most versatile and commonly eaten foods 
throughout the world, and many varieties are grown in the U.S. Because of their 
nutritional composition, these economical foods have the potential to improve the diet 
quality and long-term health of those who consume beans regularly. 
The present work studied the effects of three biostimulant products (Nomoren, 
Twin Anti-stress and X-stress) under normal irrigation and water stress conditions on the 
nutritional, chemical composition and bioactive properties of purple bean fresh pods. A 
variable effect of biostimulants and water stress was observed on nutritional value 
parameters, while fructose and sucrose were the main detected sugars, especially in NW+ 
and CW- treatments, respectively. Oxalic acid and malic and citric acids were the main 
detected organic acids in CW- and XSW+ treatments, respectively, while γ- and total 
tocopherols content was the highest in TWW+. (+)-Catechin and (-)-epicatechin were the 
most abundant phenolics, especially in the TWW- treatment. A variable antioxidant 
capacity was observed for the TBARS and OxHLIA assays, while TWW+ hydroethanolic 
extracts showed the best overall potency against the tested fungi. In conclusion, the tested 
biostimulants had a positive effect on chemical composition and bioactivities of purple 
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1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
1.1 Phaseolus vulgaris L. 
 
1.1.1  História e evolução  
O feijão, teve origem num antepassado silvestre, que sofreu alterações ao longo do 
tempo e passou por processos de domesticação, seleção e hibridação, por vezes natural, 
outras vezes intencional. É cultivado no continente americano desde a antiguidade, e 
atualmente é um dos mais populares alimentos, sendo cultivado praticamente no mundo 
todo. Há atualmente milhares de cultivares, que podem ser agrupadas de acordo com a 
coloração, o sabor, a forma e o tamanho. São exemplos o feijão-preto, feijão-carioca, 
feijão-branco, feijão-jalo, feijão-rajado, feijão-vermelho, feijão-rosinha, entre outros 
(Bellucci et al., 2014). 
O género Phaseolus spp. pertence à família botânica das Fabáceas, onde se incluem 
também a ervilha, a fava, o grão-de-bico, a lentilha, a soja, etc. É uma das culturas com 
maior diversidade, existindo 76 espécies agrupadas no género Phaseolus e cultivadas 
apenas cinco: Phaseolus vulgaris L. (feijão-comum), P. acutifolius A. Gray (feijão 
tepari), P. coccineus L. (feijoca), P. lunatus L. (feijão-de-lima) e feijão-ano (P. 
polyanthus Greenman) (Celmeli et al., 2018). 
 Entre as espécies cultivadas, a P. vulgaris é dominante, com uma proporção de 
área de cultivo de 90%. A nível mundial o seu consumo é elevado, apresenta grande 
variabilidade no que se refere às condições de crescimento, caraterísticas da semente 
(tamanho, forma e cor), maturidade e adaptação (Jones, 1999). É conhecida vulgarmente 
como feijão comum, feijão francês, feijão vermelho, feijão-vagem, feijão-verde, entre 
outros.  
O feijão é utilizado como semente (grão seco) e fruto (vagem), mas também se 
encontra no mercado em frasco e enlatado, resultante da industria transformadora (Jones, 
1999). A produção global do grão seco é de 29 milhões de toneladas, enquanto a produção 
do fruto é de 26 milhões de toneladas segundo a Organização das Nações Unidas para a 
Alimentação e a Agricultura (sigla em inglês, FAO- Food and Agriculture Organization) 
(FAO, 2019). 
É produzido em todo o mundo sob diversos sistemas de cultivo, nomeadamente na 




principal produtor e consumidor de feijão destaca-se a América Latina, onde é um 
alimento tradicional e relevante, especialmente no Brasil, México, América Andina, 
América Central e Caraíbas.  
Na África, o feijão é cultivado principalmente para subsistência, e a região dos 
Grandes Lagos tem o maior consumo per capita do mundo. Em países como o Quénia, 
Tanzânia, Maláui, Uganda e Zâmbia, o feijão é a principal fonte de proteína na dieta diária 
(Jones et al., 2021).  
A espécie P. vulgaris, foi submetida a condições ambientais e climáticas que, 
combinadas com a ação e seleção do homem, modo de cultivo e a perda de isolamento 
geográfico, permitiram a ocorrência de hibridações entre pools de genes que assim, 
definiram diversas caraterísticas agronómicas adaptativas, tal como as caraterísticas 
nutricionais, resistência a determinados stresses bióticos ou abióticos, entre outras 
(Bellucci et al., 2014; Bitocchi et al., 2012, 2017) .  
Atualmente, com a intensificação da agricultura e para reduzir as perdas ao longo 
da produção, o cruzamento genético de espécies tem sido objeto de estudo no sentido de 
aportar caraterísticas de resistência ao ataque  de  insetos  e  outras  pragas, além de reduzir 
a poluição do meio ambiente provocada pelo uso indiscriminado de agrotóxico agrícolas 
(Herron et al., 2020).  
 
1.1.2 Composição nutricional, química e bioativa de P. vulgaris 
A composição química difere entre cultivares e o respetivo grau de maturação. Na 
semente (grão seco), o teor de proteínas varia entre 15-30%, os hidratos de carbono 
variam entre 60 e 70% e os lípidos entre 0,7 e 2%. Os hidratos de carbono são constituídos 
essencialmente por amido, seguido de uma percentagem menor de fibras e derivados de 
sacarose. As proteínas que se encontram em maior abundância são as globulinas (cerca 
de 54-79%), sendo que 12-30% são albumina e também foram encontrados inibidores de 
protéases, tais como lectinas e lipoxigenases (Martino et al., 2012).  
Devido ao elevado teor em proteínas, minerais, fibras e vitaminas, a semente é 
consumida em substituição da carne em países subdesenvolvidos. No entanto, 
especialmente na última década, o seu consumo também aumentou em países 
desenvolvidos (Celmeli et al., 2018). 
Possuem compostos fenólicos, tais como os flavonoides, isoflavonas, ácidos 




poder antioxidante e propriedades bioativas, são cada vez mais valorizados. As sementes 
de coloração vermelha, apresentam teores elevados de antocianinas e flavonoides e, por 
sua vez, não se encontram nas cultivares de feijão branco, embora não esteja 
completamente clara a relação entre o fenótipo da semente e a seu teor em compostos 
fenólicos (Madrera, Campa Negrillo, Suárez Valles, & Ferreira Fernández, 2020).  
Relativamente ao fruto (vagem), segundo a Tabela de Composição dos Alimentos 
(TCA) do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, a composição nutricional 
(por cada 100 g) apresenta valores bastante distintos da semente. O teor de proteínas é 
cerca de 1,9%, hidratos de carbono 3,8%, lípidos 0,3% e mono e dissacarídeos 2,8% 
(INSA, 2021) 
Compostos fenólicos e vitaminas solúveis em água, como tiamina, riboflavina, 
niacina, vitamina B6 e ácido fólico e minerais incluindo potássio (K), cálcio (Ca), 
magnésio (Mg), zinco (Zn), cobre (Cu) e ferro (Fe) foram identificados no fruto (Celmeli 
et al., 2018). 
 
1.1.3 Benefícios e aplicações do feijão 
A popularidade do cultivo do feijão está relacionada com fatores históricos, 
nutricionais e com a possibilidade de conservação a longo prazo bem como a 
adaptabilidade a solos distintos (Maras, Šuštar-Vozlič, Kainz, & Meglič, 2013; Martino 
et al., 2012; Szczygiel, Harte, Strasburg, & Cho, 2017). Em comparação com os cereais, 
o amido contido no feijão é de digestão lenta, devido ao conteúdo em amilose e ao 
comprimento da cadeia da amilopectina, que induzem a sensação de saciedade (Los, 
Zielinski, Wojeicchowski, Nogueira, & Demiate, 2018).  
Atualmente, a produção de alimentos biofortificados pode ajudar a suprir a 
desnutrição e carência alimentar que atinge milhões de pessoas. As tendências 
alimentares evoluem e a incorporação de nutrientes é cientificamente viável e 
economicamente eficaz em fórmulas prontas a consumir, com baixo teor calórico e ricas 
em proteínas, fibras e antioxidantes. A produção de farinha de feijão para enriquecer 
barritas de cereais é uma ideia prática e inovadora, no sentido de aumentar o teor de 
compostos nutricionais e bioativos (Junqueira-Franco et al., 2018; Ramírez-Jiménez, 
Gaytán-Martínez, Morales-Sánchez, & Loarca-Piña, 2018). 
Outros estudos, abordam os micronutrientes, tais como o Fe, e a possibilidade de 




alimento biofortificado, na prevenção da deficiência de Fe e evitar anemias ao ser 
consumido na dieta diária (Junqueira-Franco et al., 2018).   
A diminuição dos níveis de colesterol, doenças cardíacas, diabetes e obesidade, são 
alguns dos efeitos benéficos que o feijão aporta para a saúde (Bazzano et al., 2001; Hayat, 
Ahmad, Masud, Ahmed, & Bashir, 2014; Winham & Hutchins, 2007). No entanto, o seu 
consumo pode ser limitado, devido ao tempo de cozedura e à presença de certos 
compostos anti-nutricionais como o ácido fítico, que provoca flatulência (Ntuli, 2018). 
Jiratanan e Liu (2004),  avaliaram os teores de vitamina C e folatos no fruto do 
feijão verde cru e após processamento térmico, e verificaram que os teores foram elevados 
e constantes, respetivamente. Relativamente aos compostos fenólicos verificaram uma 
redução de 32% no feijão após processamento térmico, o que influenciou 
significativamente a atividade antioxidante e concluíram que a temperatura faz variar, de 
modo distinto, as propriedades nutricionais do feijão (Jiratanan & Liu, 2004).  
A classe de compostos com efeito antioxidante e que estão presentes nos alimentos 
de origem vegetal, tais como os compostos fenólicos, quando ingeridos regularmente na 
dieta alimentar apresentam evidências preventivas na incidência de certas doenças, como 
o cancro. Estes compostos de origem natural, apresentam-se promissores para a indústria 
farmacêutica, devido à baixa toxicidade e, tornam-se assim compostos de interesse. 
Vários sistemas in vitro e in vivo têm sido utilizados para determinar o potencial 
anticarcinogénico e anticancerígeno desses compostos ou dos extratos fenólicos naturais 
e, são vários os estudos que indicam que os fenólicos naturais intervêm em todos os 
estágios do desenvolvimento do carcinoma (Dai & Mumper, 2010).  
Há estudos que evidenciam a redução de doenças coronárias e cardiovasculares 
com o consumo de legumes quatro vezes por semana; Rebello et al (2014), verificaram 
que o consumo regular de leguminosas, permitiu reduzir os teores do colesterol e das 
lipoproteínas de baixa densidade (sigla em inglês, LDL- low density lipoprotein), e 
comparativamente com o consumo de cereais, as leguminosas libertam 56% menos 
açúcares num período de cinco horas em indivíduos saudáveis. 
 
1.2 Stress hídrico na produção agrícola 
 
A água, devido à sua escassez, é hoje em dia, o nosso bem mais precioso. A 




irrigação das culturas. Há estudos que comprovam que as culturas submetidas a 
determinados níveis de stress hídrico podem ter o mesmo rendimento e qualidade, quando 
gerido e utilizado em determinadas fases de desenvolvimento da cultura. Este tipo de 
tratamento é chamado de rega deficitária e aporta benefícios económicos para o produtor, 
devido ao menor gasto de água e, requerer menor esforço e tempo. Todas as iniciativas 
que permitam poupar os recursos progressivamente escassos, são essenciais para a 
sustentabilidade do planeta e das gerações futuras. Há estudos que descrevem resultados 
iniciais promissores, mas não se sabe, ainda, o efeito que a aplicação da rega deficitária 
a longo prazo tem nas culturas, nem durante quanto tempo poderão estar sujeitas a este 
tipo de rega (Langat et al., 2019). 
Um quarto da agricultura mundial encontra-se em áreas de stress hídrico e a 
agricultura consome 70% do uso da água no planeta (Vicente, 2019). A produção de 
culturas sob este domínio, tem vindo a ganhar destaque, sobretudo em regiões de seca, 
apresentando-se como uma estratégia eficiente e sustentável. A gestão da produção 
agrícola tem vindo a evoluir no sentido de valorizar a produtividade por unidade de água, 
em detrimento da produtividade por unidade de área (Fereres & Soriano, 2006).  
Vicente (2019) refere que em zonas áridas e semi-áridas, a agricultura irrigada 
encontra-se em risco devido a vários fatores corelacionados entre si, como a falta de água, 
falta de drenagem, presença de lençóis freáticos, poluição dos cursos de água, salinização 
do solo e dos recursos hídricos subterrâneos. Ao mesmo tempo, as alterações climáticas 
aumentam o risco e a imprevisibilidade para os agricultores, períodos de tempo quente e 
seco e consequentemente infertilidade do solo.  
Mais de 80% das regiões agrícolas são alimentadas pela chuva, sendo que, nesses 
locais, a produtividade das culturas depende apenas da precipitação, o que torna a 
agricultura muito vulnerável às variações climáticas (Vicente, 2019).  
Na avaliação de um período de 60 anos de agricultura irrigada, verificou-se que 
houve um aumento nos padrões de salinidade do solo e da água subterrânea, provocados 
por variações espaciais na hidrologia do solo, o que contribui para a salinização dos 
aquíferos mais profundos, pondo em causa a sustentabilidade da agricultura irrigada 
(Schoups et al., 2005). 
A irrigação de taxa variável (sigla em inglês, VRI- Variable Rate Irrigation) possui 
vantagens na melhoria agronómica, tais como, o maior retorno económico, proteção 




implementação e a garantia que se traduza num bom desempenho em lucro líquido ou 
economia de água. Apesar dos avanços que foram feitos na tecnologia VRI, a sua entrada 
no mercado continua dependente dos benefícios tangíveis e percebidos pelos produtores. 
A sua adoção, ajudará a mitigar o abastecimento limitado de água, aumentando a 
conformidade com as regulamentações ambientais e reduzindo a incerteza da irrigação 
cada vez mais afetada pela variabilidade climática a curto e longo prazo (O’Shaughnessy 
et al., 2019). 
Esta forma de produção consiste na aplicação de um determinado deficit hídrico 
(DH) numa das fases específicas do desenvolvimento da planta e, deste modo, limita-se 
a aplicação de água, o que pode contribuir para a estabilização da produtividade agrícola 
e para melhor rentabilizar a água (Chaturvedi et al., 2019; Geerts & Raes, 2009). 
O efeito do stress hídrico numa cultura pode apresentar vários efeitos, tanto 
fisiológicos como anatómicos. Assim, é imperativo avaliar a resposta de uma cultura às 
condições de seca, no sentido de formular estratégias que visem diminuir o stress hídrico 
(Nemeskéri & Helyes, 2019).  
Chaturvedi et al. (2019) avaliaram diferentes estágios de crescimento, biomassa, 
parâmetros fotossintéticos foliares e coeficiente de reflexão espectral do quiabo, 
submetido ao stress hídrico, com extensão e duração conhecidos. Os resultados revelaram 
que as fases vegetativa e de floração são mais sensíveis à seca, em comparação com a 
fase de enchimento do fruto. A deteção da fase em que o stress atua, com base nas 
características fisiológicas, pode ser usada para desenvolver estratégias de gestão de água 
em regiões propensas à seca. 
 
1.2.1 Vantagens e desvantagens da aplicabilidade do stress hídrico no sector agrícola 
A escassez de água associada às mudanças climáticas, é um risco grave para a 
agricultura global. A produtividade de uma cultura é altamente dependente da irrigação e 
da qualidade da água (Del Buono, 2021). Este problema é agravado nas culturas 
hortícolas que são mais sensíveis ao deficit hídrico, especialmente em condições de 
estufa, onde as necessidades de água são consideravelmente maiores do que as condições 
em campo aberto (Rouphael, Kyriacou, Petropoulos, De Pascale, & Colla, 2018; 
Rouphael, Petropoulos, Cardarelli, & Colla, 2018). 
A aplicação do stress hídrico na produção agrícola requer conhecimentos 




com os períodos de seca, do genótipo, das diferentes fases fenológicas da planta, do tipo 
de solo e do clima (Geerts & Raes, 2009; Nemeskéri & Helyes, 2019). Uma consequência 
do stress hídrico é o aumento de salinidade do solo, devido à redução da lixiviação 
(Schoups et al., 2005). 
Saleh et al. (2018), avaliaram duas cultivares de feijão verde, “Bronco” e “Paulista”, 
e aplicaram a rega com base em três percentagens diferentes de evapotranspiração (ET) 
(60, 80 e 100%). Com 80% de ET, verificaram um aumento do rendimento e da 
composição química da vagem; mas, em relação a ambas as cultivares, a Paulista foi a 
que apresentou maior teor nutricional e químico, nomeadamente, em fósforo (P), Ca, Mg, 
Fe, Cu, proteínas, vitamina C e açúcar solúvel (Saleh et al., 2018). A realização destes 
estudos, refletem a variação de resposta da planta aos diferentes níveis de stress hídrico 
e ao genoma característico da matriz vegetal. 
Há estudos que indicam que o tratamento com bioestimulantes em P. vulgaris, 
nomeadamente com extrato de Ascophyllum nodosum, pode ser vantajoso para aumentar 
o teor de compostos fenólicos e incrementar as propriedades antimicrobianas dos extratos 
do fruto e das sementes, principalmente nos frutos de primeira colheita e nas sementes 
sujeitas ao stress hídrico (Petropoulos et al., 2019).  
Estudos realizados durante a produção de frutas e cultura da vinha, verificaram que 
a rega deficitária regulada aporta benefícios, nomeadamente na poupança da água e por 
conseguinte, lucro para o agricultor (Fereres & Soriano, 2006).  
 
1.3 Utilização de bioestimulantes no sector agrícola 
 
O setor agrícola, evoluiu ao longo do tempo, tanto a nível tecnológico, como 
científico ou ambiental. Compreender as alterações e o que as provoca, é fundamental 
para as culturas, uma vez que toda a dinâmica ao seu redor é determinante para a 
segurança alimentar e sustentabilidade dos sistemas alimentares para as gerações futuras 
(Cassman, Grassini, & van Wart, 2010; FAO, 2019). 
A agricultura da atualidade não é de subsistência, como no passado. Desde 2002, a 
produção primária duplicou e o volume de produtos processados triplicou, o que provoca 
um impacto global significativo no meio ambiente, ao nível da erosão do solo, do uso 
excessivo de água, desflorestação e a perda de biodiversidade em larga escala associada 




reduzir o impacto ambiental, preservar o solo e o meio ambiente, bem como diminuir os 
resíduos tóxicos nos alimentos, este setor converge de forma célere na adaptação da 
tecnologia e da ciência para reduzir estes problemas.  
O uso indiscriminado de agroquímicos na agricultura intensiva ao longo destas 
últimas décadas teve um impacto negativo na microfauna e microflora do solo, criando 
desequilíbrios nos ciclos biológicos do solo que, em casos extremos, levou à inaptidão 
total do solo para fins agrícolas e poluição das águas (Barros-Rodríguez, Rangseekaew, 
Lasudee, Pathom-aree, & Manzanera, 2020; FAO, 2019; Gomiero, 2019).  
Du Jardin (2015), avaliou a interação entre as raízes das plantas com o solo, 
mediada por compostos voláteis e não voláteis, bem como o modo de ação dos 
bioestimulantes microbianos e não microbianos nas culturas. Segundo este autor, “um 
bioestimulante é qualquer substância ou microrganismo aplicado às plantas, com o 
objetivo de melhorar a eficiência nutricional, a tolerância ao stress abiótico e/ou 
características de qualidade da cultura, independentemente do seu conteúdo nutritivo”. 
Outra definição, proposta por Yakhin et al. (2017), é de “um produto formulado de 
origem biológica que melhora a produtividade da planta, como consequência das 
propriedades dos seus constituintes, e não como uma consequência única de nutrientes 
essenciais para plantas ou reguladores de crescimento”. Esta definição pretende realçar 
o princípio de que a função biológica pode ser modulada positivamente por meio da 
aplicação de moléculas ou misturas de moléculas (Yakhin et al., 2017). 
Nos últimos anos têm surgido no mercado uma grande diversidade de 
biofertilizantes. De acordo com a regulamentação comunitária, os biofertilizantes foram 
enquadrados comercialmente no grupo dos bioestimulantes para as plantas [Regulamento 
(UE) 2019/1009, de 5 de junho] (Rodrigues, Correia, & Arrobas, 2021). 
 
1.3.1 Influência dos bioestimulantes na germinação e desenvolvimento da cultura do 
feijão.                                       
O stress abiótico a que as plantas e sementes estão sujeitas têm consequências cada 
vez mais significativas na produção, seja na germinação das sementes como no 
crescimento e desenvolvimento da planta (Lobell & Field, 2007; Savvides, Ali, Tester, & 
Fotopoulos, 2016). As mudanças climáticas, a ocupação urbanística e a industrialização, 




de luz, radiação ultravioleta e toxicidade por metais pesados (Lobell & Field, 2007; 
Nagajyoti, Lee, & Sreekanth, 2010). 
Acima de tudo, as culturas agrícolas e hortícolas são a principal fonte de vitaminas, 
minerais, hidratos de carbono e proteínas, e desempenham um papel importante na 
nutrição humana (Kumar, Kumar, & Khan, 2020). Para fazer face à pressão do aumento 
da produtividade agrícola e subsequentemente, atender à crescente procura por alimentos, 
os produtores recorrem ao uso excessivo de fertilizantes químicos e pesticidas (Shukla et 
al., 2019); estas substâncias químicas representam ameaças à saúde de toda a biosfera. 
Devido ao desenvolvimento de novas tecnologias de cultivo, algumas alternativas têm 
sido sugeridas para atenuar os efeitos negativos da seca e reduzir a dependência de 
fertilizantes sintéticos e pesticidas no crescimento e produtividade das culturas (Zulfiqar, 
Casadesús, Brockman, & Munné-Bosch, 2020). 
Entre as alternativas mais difundidas, os bioestimulantes, compostos naturais que 
podem promover o crescimento da cultura sem os efeitos colaterais prejudiciais das 
substâncias químicas, permitem diminuir a utilização da água, o stress abiótico, 
melhoram a capacidade de retenção de água pelo solo bem como as propriedades físico-
químicas e o crescimento da raiz (Shukla et al., 2019). 
Os bioestimulantes podem ser provenientes de algas marinhas, ácidos húmicos e 
fúlvicos, alguns tipos de plantas, animais, microrganismos e de produtos da atividade 
metabólica desenvolvida por estes últimos (du Jardin, 2015). 
Os extratos de algas marinhas e plantas são fontes de matéria orgânica de uso 
ancestral na agricultura, sobretudo em zonas costeiras. As algas mais usadas são as de cor 
castanha, destacando-se as espécies A. nodosum ou Ecklonia maxima e também as algas 
do género Fucus (du Jardin, 2015; Povero, Mejia, Di Tommaso, Piaggesi, & Warrior, 
2016). Algas vermelhas, como as Phymatolithon calcareum e Lithothamnion 
corallioides, são ricas em calcário e são utilizadas para neutralizar os solos ácidos na 
agricultura tradicional (Pereira, Bahcevandziev, & Joshi, 2019). Só recentemente, as 
substâncias derivadas de algas são usadas como bioestimulantes agrícolas, sendo 
comercializadas sob a forma de compostos purificados como polissacáridos de 
laminarina, alginatos e carragenano (EL Boukhari, Barakate, Bouhia, & Lyamlouli, 
2020).  
Os bioestimulantes de origem vegetal são produzidos por hidrólise enzimática da 




vegetal (Drobek, Frąc, & Cybulska, 2020). Os ácidos húmicos e fúlvicos são substâncias 
que provém naturalmente da matéria orgânica em decomposição e da atividade 
metabólica dos microrganismos do solo que utilizam esta mesma matéria orgânica como 
substrato (Canellas et al., 2015). Os aminoácidos e misturas peptídicas são obtidas a partir 
da hidrólise química ou enzimática das proteínas provenientes dos produtos 
agroindustriais tanto de origem vegetal (resíduos de cultivo) como de origem animal 
(Colla et al., 2015).  
Quitosanos e outros biopolímeros, produzidos naturalmente ou industrialmente, 
têm vindo a ser recentemente utilizados na agricultura. O efeito fisiológico dos 
oligómeros de quitosano nas plantas, reflete-se na capacidade de se unir a uma grande 
variedade de compostos celulares e a recetores específicos responsáveis pela ativação das 
defesas das plantas (Orzali, Corsi, Forni, & Riccioni, 2017).  
Alguns compostos inorgânicos têm também a função bioestimulante, tais como os 
elementos químicos que promovem o crescimento das plantas e que, para algumas 
espécies podem ser essenciais. Alguns elementos considerados nesta categoria são o 
alumínio (Al), cobalto (Cb), selénio (Se), sódio (Na) e silício (Si). Podem estar presentes 
no solo e nas plantas sob a forma de sais inorgânicos ou formas insolúveis. Têm efeitos 
benéficos na constituição e reforço das paredes celulares como depósitos de silício, ou 
expressam-se em determinadas condições ambientais, como no caso do Se que atua contra 
o ataque de patógenos (du Jardin, 2015). 
Os fungos micorrízicos arbusculares (FMA) são também utilizados como 
bioestimulantes, podem promover o crescimento e o desenvolvimento das plantas uma 
vez que favorecem a nutrição, crescimento, tolerância ao stress e resistência a doenças, 
bem como diminuir a lixiviação de nutrientes do solo (Chen, Arato, Borghi, Nouri, & 
Reinhardt, 2018). Os microrganismos como bactérias, fungos e leveduras também são 
usados no biocontrolo de patógenos de plantas, melhorando o seu crescimento e 
diminuindo os sintomas de stress abiótico causado pelo clima ou pelo solo (Pereira et al., 
2019b). 
De acordo com Sarma e Saikia (2014), a utilização de rizobactérias promotoras de 
crescimento de plantas (RPCV) pode aliviar os efeitos do stress hídrico no feijão mungo 
(V. radiata), através do acúmulo de enzimas antioxidantes e osmólitos, bem como pela 




benéficas (Rhizobium tropici e Paenibacillus polymyxa) apresentou efeitos positivos na 
redução do stress hídrico (Figueiredo, Burity, Martínez, & Chanway, 2008).  
Por outro lado, o uso de fertilizantes quelatados tem aumentado nos últimos anos 
e foram desenvolvidos com o intuito de aumentar a eficiência dos micronutrientes. 
Atualmente, os micronutrientes metálicos tais como, Cu, Fe, manganês (Mn) e Zn são 
utilizados na forma quelatada como fertilizantes na agricultura (Neocleous, Nikolaou, 
Ntatsi, & Savvas, 2020).  
A atividade dos bioestimulantes parece estar associada com a produção de fito-
hormonas que favorecem a nutrição, induzem o crescimento radicular e a resposta 
antioxidante (Galvão et al., 2019). 
Vidal et al. (2017), avaliaram o rendimento de 10 cultivares arbustivas de feijão-
vagem sob cultivo orgânico (10 t.ha-1 de composto orgânico e 0,6 t.ha-1 de fertilizante 
fosfatado Termofosfato Yoorin), entre elas, a cultivar Rainha Roxa (em inglês, cv. Purple 
Queen), cultivar estudada neste trabalho (Figura 1). Verificaram que as cultivares 
diferem entre si em termos de rendimento e vagens por planta devido às caraterísticas 
inerentes ao seu genótipo. As cultivares de feijão-vagem Festina, Tendergreen Improved 
e Commodore Improved foram as que se destacaram em relação ao número de vagens 
por planta e em termos de rendimento, apresentando potencial para serem utilizadas no 
sistema de cultivo orgânico (Tabela 1). 
 
Tabela 1 - Rendimento (t.ha-1) e número total de vagens por planta, de 10 cultivares de 
feijão-vagem arbustivo sob sistema de cultivo orgânico. Fonte: Vidal et al. (2017). 
 
Cultivares 
Rendimento Vagens por planta 
Ano de 2012 Ano de 2013 Ano de 2012 Ano de 2013 
Turmalina 4,93 7,04 7,03 12,58 
Commodore Improved 8,35 8,52 12,03 15,13 
Contender 6,84 7,59 8,03 13,25 
Espada Bush 4,02 7,26 6,50 10,85 
Festina 7,37 7,79 10,95 13,45 
Jade 8,00 7,01 9,63 10,18 
Purple Queen 6,07 7,35 7,53 9,65 
Tenderette 6,07 7,26 8,90 9,25 
Tendergreen 6,58 9,59 8,65 11,85 




















1.3.2 Vantagens e desvantagens da aplicação de bioestimulantes 
O uso de bioestimulantes tem efeito positivo na cultura ao restabelecer as 
propriedades bioquímicas e microbiológicas do solo, favorecem a fixação da vegetação 
que irá proteger o solo contra a erosão e assim, contribuem para a sua recuperação.  
Como referido anteriormente, além de terem potencial como agente anti-stress, os 
bioestimulantes estimulam o crescimento, aumentam a absorção de nutrientes e 
produtividade, e diminuem a dormência das culturas. Melhoram o desenvolvimento do 
sistema radicular, as atividades de fotossíntese e outros tecidos vegetativos, o vigor e 
uniformidade da planta, regulam a floração, e estimulam a frutificação e o 
amadurecimento (Parađiković, Teklić, Zeljković, Lisjak, & Špoljarević, 2019). 
Num estudo realizado por Tejada et al. (2011), verificaram que a atividade 
enzimática do solo e a biomassa bacteriana e fúngica, foram superiores em solos 
corrigidos com bioestimulantes proteicos de baixo peso molecular, uma vez que estas são 
facilmente absorvidas pelos microrganismos do solo. Concluíram que a aplicação de 
Figura 1. Amostragem de P. vulgaris cv. Rainha Roxa utilizada neste trabalho. 






bioestimulantes favorece o aparecimento de vegetação espontânea e pode ser considerada 
uma boa estratégia para a recuperação de locais semiáridos.  
Por outro lado, estudos realizados com bioestimulantes sintéticos aplicados no 
cultivo do feijão, permitiram verificar que a implantação de uma tecnologia agrícola 
sustentável, baseada no uso de preparações sintéticas foi eficaz, no sentido de aumentar 
a produtividade das plantas e, consequentemente, o lucro económico para os produtores 
(Szparaga et al., 2019). 
A agricultura representa uma das formas que mais contribui para a perda de 
biodiversidade vegetal, animal, microbiana e alteração do meio ambiente, devido, 
principalmente, à pressão crescente para intensificar a produção de alimentos. O uso de 
biofertilizantes e bioestimulantes pode representar uma alternativa para reduzir essas 
perdas, mas o seu uso não pode provocar danos à saúde humana e ao meio ambiente.  
A germinação das plantas pode ser melhorada através do uso de bioestimulantes, 
porém, a interação com moléculas residuais de herbicidas é desconhecida. Ávila et al. 
(2019), estudaram as sementes de feijão comum e avaliaram as alterações no 
desenvolvimento da germinação, na  presença e ausência de bioestimulante e, com doses 
de glifosato. Concluíram que o tratamento bioestimulante nas sementes de feijão 
favoreceu a germinação e o crescimento inicial das plântulas, mas a presença de glifosato 
diminuiu esses parâmetros e aumentou a condutividade elétrica. 
Para atingir o objetivo de aumentar a produção agrícola em simultâneo com a 
diminuição do uso de fertilizantes químicos convencionais e pesticidas, há que explorar 
as interações mutualistas entre as raízes das plantas e o microbioma da rizosfera. Para tal, 
a abundância e utilização de microrganismos na biofertilização, é uma alternativa 
apetecível em relação às práticas em que usam os fertilizantes químicos (Igiehon & 
Babalola, 2017). 
 
1.3.3 Características dos bioestimulantes de base natural  
São vários os estudos que evidenciam a contribuição benéfica dos bioestimulantes 
constituídos por fungos micorrízicos,  nomeadamente na absorção de nutrientes devido à 
extensa rede de hifas que se forma (Calvo-Polanco, Sánchez-Romera, & Aroca, 2013). 
Estas favorecem a absorção e fixação de elementos como o N, P, Zn e Co, e aumentam a 
tolerância da planta ao stress diverso (Berbara, Souza, & Fonseca, 2006). Os FMA 




para a rizosfera fosfatases (ácidas ou alcalinas) que solubilizam o P e o tornam 
biodisponível (Vergara et al., 2019). 
Os FMA podem ser isolados e inoculados em estufa ou no campo, e foi 
demonstrado que a sua sobrevivência e nível de colonização dependem da espécie e 
condições de cultivo. Há estudos que focam os microrganismos para utilização 
bioestimulante com o intuito de controlarem a erosão do solo, aumentando assim a 
fitorremediação e eliminação de outros organismos que podem ser prejudiciais às 
plantações (Igiehon & Babalola, 2017). 
A eficiência do uso de bactérias também tem sido estudada. Os bioestimulantes que 
contêm B. subtilis e Azospirillum brasilense beneficiam positivamente a performance das 
culturas (Barbosa et al., 2021; 2019). Mülner et al. (2020) determinaram o potencial 
biossintético de 13 estirpes do complexo B. subtilis por espectrometria de massa. 
Realizaram a tipagem dos microrganismos com o intuito de identificar os peptídeos 
bioativos mais representativos, nomeadamente da família das surfactinas (surfactinas, 
liquenisinas, pumilacidinas), iturinas (iturinas, micosubtilinas e bacilomicinas), 
plantazolicina e os antibióticos liquenicidinas, bem como um amplo espectro de voláteis, 
como hidrocarbonetos (alcanos/alcenos), álcoois, cetonas, compostos contendo enxofre e 
pirazinas. Estes compostos específicos, são a base para a avaliação e implementação do 
seu uso biotecnológico e agrícola. Com o intuito de promover o crescimento das culturas 
da batata e do milho, verificaram que as estirpes avaliadas, estimularam positivamente o 
crescimento dessas culturas. O efeito mais significativo foi obtido com as estirpes de B. 
velezensis, B. subtilis e B. atrophaeus (Mülner et al., 2020). 
A capacidade do A. nodosum, contido no Twin Anti-stress, em beneficiar o 
crescimento das plantas e a sua produtividade também tem sido avaliada.  Os 
bioestimulantes à base dos extratos de algas de A. nodosum, apresentam uma matriz 
orgânica complexa composta por macro e micronutrientes, aminoácidos, 
oligossacarídeos, ácido abscísico, giberelinas, citocininas, auxinas, betaínas e alginatos 
(Carvalho & Castro, 2014).  
As algas marinhas são uma fonte rica em polissacarídeos, ácidos gordos 
polinsaturados (sigla em inglês, PUFAs- polyunsaturated fatty acids), enzimas e 
peptídeos bioativos, entre outros, que melhoram a tolerância das plantas ao stress abiótico 
e/ou biótico e promovem o crescimento vegetal (Fan, Kandasamy, Hodges, Critchley, & 




Shukla et al. (2019), descrevem os efeitos benéficos dos extratos bioestimulantes à 
base de A. nodosum no crescimento e nos mecanismos de defesa de diversas culturas 
(Brassica napa L., B. oleracea L., Vitis vinífera L., Fragaria ananassa Duchesne, 
Lycopersium esculentum L., entre outras), salientando a taxa fotossintética, dissipação do 
excesso de energia e maior atividade das enzimas antioxidantes. Rosa et al. (2021) 
avaliaram plantas de soja que sofreram stress hídrico e, após o tratamento com o 
bioestimulante salientam a rápida reidratação e maior produção.  
Fan et al. (2014), avaliaram as folhas frescas de espinafre pós-colheita (Spinacia 
oleracea L.), altamente perecíveis durante o manuseio e armazenamento. Demonstraram 
que ao aplicar o bioestimulante à base do extrato A. nodosum, através da irrigação 
radicular, melhoraram significativamente a qualidade das folhas frescas durante o período 
de armazenamento. 
Frioni et al. (2021), após aplicação foliar dos extratos de A. nodosum na vinha, 
concluíram que este bioestimulante melhora o desempenho fisiológico da videira sob 
deficit hídrico, preservando a integridade dos fotossistemas e a resiliência da vinha 
quando a limitação de água se verifica. 
Outros bioestimulantes de base natural contêm micronutrientes que são vitais para 
o metabolismo das plantas, quer como responsáveis pelos processos metabólicos e/ou 
fenológicos, quer como ativadores enzimáticos. No solo, a agricultura intensiva acelerou 
as perdas de micronutrientes por lixiviação e o uso de fertilizantes químicos em 
detrimento da fertilização orgânica de origem animal também provocou desequilíbrios 
nutricionais (Fageria, Baligar, & Clark, 2002). 
É fundamental conhecer adequadamente as necessidades da cultura e do solo no 
sentido de aumentar a produtividade e melhorar a qualidade do produto (Belyaev et al., 
2020). Belyaev et al. (2020), a sementes de pimenta amarela, aplicaram soluções com 
0,05% de sulfato de cobre, ácido bórico e sulfato de manganês e verificaram que a 
viabilidade das sementes, a produtividade e a qualidade das mudas, melhorou 
significativamente. Verificaram também que a aplicação folear das soluções com 0,05% 
de ácido bórico e molibdato de amónio, durante o período de brotação, favoreceu o 
rendimento e a qualidade da pimenta amarela. Assim, devido à alta eficiência, 
simplicidade e disponibilidade, o pré-tratamento das sementes e a aplicação foliar dos 




2 OBJETIVO  
 
Devido às alterações climáticas que têm vindo a agravar-se nos últimos anos, 
sobretudo na região do mediterrâneo, é fundamental estudar a adaptabilidade das plantas 
ao deficit hídrico, bem como fomentar o uso de bioestimulantes em detrimento dos 
fertilizantes sintéticos e pesticidas, no crescimento e produtividade das culturas.  
O presente trabalho tem como OBJETIVO GERAL avaliar o uso de 
bioestimulantes de base natural, como uma prática de cultivo simples e com o intuito de 
amenizar os efeitos negativos que o stress hídrico tem na qualidade da vagem do feijão. 
Para este efeito, uma espécie sensível à seca, P. vulgaris cv. Rainha Roxa, foi 
selecionada e cultivada em ambiente protegido sob condições de stress hídrico. O valor 
nutricional, composição química e bioativa das vagens foram estudados. 
 
Para alcançar o objetivo geral do trabalho, foram delineados os seguintes 
OBJECTIVOS ESPECÍFICOS: 
 
• Caracterizar o valor nutricional (lípidos, proteínas, cinzas, hidratos de carbono e 
energia) e a composição química (ácidos gordos, açúcares livres, ácidos 
orgânicos, tocoferóis e compostos fenólicos) do fruto do feijão Rainha Roxa;  
• Determinar as bioatividades (atividade antioxidante e antimicrobiana); 
• Avaliar a influência do stress hídrico nos parâmetros enumerados;  







3.1  Padrões e reagentes 
 
O acetonitrilo 99,9%, n-hexano 95% e acetato de etilo 99,8% de grau adequado 
para a cromatografia líquida de alta eficiência (sigla em inglês, HPLC- high performance 
liquid chromatography) foram adquiridos da Lab-Scan (Lisboa, Portugal). O etanol 
99,8%, metanol 99,9%, hexano, éter de petróleo, ácido sulfúrico e ácido clorídrico de 
grau analítico foram adquiridos da Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, 
Estados Unidos da América (EUA)). O clorofórmio, 2,2'-azobis (2-amidinopropano) 
dicloridrato (sigla em inglês, AAPH- 2,2′-Azobis(2-methylpropionamidine) 
dihydrochloride), ácido tricloroacético (sigla em inglês, TCA- trichloroacetic acid), tris e 
os padrões de ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico (trolox), açúcares 
(>98% pureza HPLC), ácidos orgânicos (≥99% pureza HPLC), e a mistura de ésteres 
metílicos de ácidos gordos (sigla em inglês, FAME- Fatty acid methyl ester) (padrão 
47885-U) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co (St. Louis, Missouri, EUA). Os padrões 
de tocoferóis (>98% pureza HPLC), tocol (50 mg/mL, 98% pureza HPLC), foram 
adquiridos na Matreya (Pleasant Gap, Pensilvânia, EUA), os padrões de compostos 
fenólicos e antociânicos foram adquiridos da Extrasynthése (S.A., Genay, França) e 
Polyphenols Laboratories AS (Sandnes, Noruega), respetivamente. 
Agar Mueller-Hinton e ágar malte foram obtidos do Instituto de Imunologia e 
Virology, Torlak (Belgrado, Sérvia). Dimetilsulfóxido (sigla em inglês, DMSO- 
Dimethyl sulfoxide) foi adquirido na Merck (KGaA, Alemanha). Os controlos positivos 
E211 e E224 foram adquiridos na Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). Outros 
reagentes e solventes de grau analítico foram adquiridos de fontes comuns. 
O tratamento da água foi realizado usando um sistema de purificação de água Milli-
Q (TGI Pure Water Systems, Greenville, Carolina do Sul, EUA). 
 
3.2 Preparação das amostras  
 
3.2.1  Material vegetal e condições de cultivo 
O cultivo foi realizado durante a Primavera-Verão de 2019. A sementeira foi 




Sutton Seeds, Devon, Reino Unido). Foram semeadas diretamente no solo, numa estufa 
experimental, na Universidade de Tessália, na Grécia.  
As sementes foram dispostas com espaçamento de 50 cm dentro de cada fileira e 
80 cm entre fileiras. A densidade das plantas foi de 2,5 plantas/m2, cada tratamento 
conteve 12 plantas e foi replicado três vezes (144 plantas no total).  
Na elaboração deste trabalho, foram utilizados três tipos de bioestimulantes, o 
Nomoren (Anthis SA, Grécia), o Twin Anti-stress (Microspore Hellas - Sacom Hellas, 
Grécia) e o X-stress (Agrofarm SA, Grécia) (Figura 2).  
Assim, o tratamento com os bioestimulantes incluiu: (1) Controlo (C: nenhum 
bioestimulante foi adicionado), (2) Nomoren (N), (3) Twin Anti-stress (TW) e (4) X-
stress (XS). A composição detalhada de cada bioestimulante, método de aplicação e a 










Tabela 2. Composição detalhada dos bioestimulantes aplicados. 
Produto Composição Método de aplicação Dose 
Nomoren (N) 20% de FMA (Glomus spp.). Água de irrigação 5 L/ha 
Twin Anti-stress 
(TW) 
Microrganismos naturais: B. subtilis e, extratos de 
leveduras e A. nodosum, 1% de N (orgânico), 10% 
de carbono orgânico e 30% de matéria orgânica. 
Água de irrigação 5 L/ha 
X-stress (XS) 
0,5% de Cu, 2,0% de Fe, 1,0% de Mn e 2,0% de 
Zn, quelados com glicina. 
Água de irrigação 1 L/ha 
 
Figura 2. Bioestimulantes utilizados neste trabalho: Nomoren, Twin Anti-stress e X-stress. 




 O solo, a 0-30 cm de profundidade, apresentou uma constituição argilosa (26% 
de areia, 32% de limo e 42% de argila); com pH de 8,0 (proporção do solo/H2O, 1:1); 
3,1% de matéria orgânica; 10,8% de carbonato de cálcio (CaCO3); 70,9 mg/kg de P 
disponível (doseado pelo método de Olson); 1,8 g/kg de N total (doseado pelo método de 
Kjeldahl); 195 mg/kg de óxido de potássio (K2O) (doseado pelo método do acetato de 
amónio) e 0,95 dS/m de condutividade elétrica (ECe). 
Relativamente ao stress hídrico, o tratamento incluiu as plantas normalmente 
irrigadas (W+), onde a rega foi aplicada duas vezes por semana e, as plantas com stress 
hídrico (W-), onde a retenção de água foi aplicada uma vez por semana.  
A rega foi avaliada com base em leituras de tensiómetro (Irrometer-Moisture 
Indicator, Irrometer, Riverside, Califórnia) que se situaram na faixa dos 10-15% para o 
tratamento controlo (W+) e 50-60% para o tratamento de déficit hídrico (W-), sendo que 
0% se refere à capacidade de campo e 100% ao solo seco (Pereira et al., 2019a). 
Os bioestimulantes foram aplicados com a água de irrigação e de acordo com as 
instruções de uso de cada produto aos 20, 30 e 40 dias após a sementeira, da seguinte 
forma (Tabela 2): o tratamento N foi aplicado a 5 L/ha, o TW foi aplicado a 5 L/ha e o 
XS foi aplicado a 1 L/ha.  
O deficit hídrico iniciou-se após a segunda aplicação dos bioestimulantes (30 dias 
após a sementeira). Os frutos foram colhidos quando atingiram a maturidade 
comercializável a partir do dia 13/06/2019 (84 dias) até 29/06/2019 (100 dias). Após a 
colheita, os frutos de cada lote foram congelados, liofilizados, triturados e armazenados 
ao abrigo da luz até posterior análise. 
 
3.3   Caracterização nutricional e química 
 
3.3.1 Composição proximal  
Foi avaliada a composição em macronutrientes (glúcidos, cinzas, proteínas e 
lípidos) conforme os métodos oficiais de análise de alimentos (AOAC, 2016). O teor de 
proteínas totais foi estimado pelo método macro-Kjeldahl por conversão do azoto total 
utilizando o fator de conversão (N × 6,25). Os lípidos foram determinados através da 
extração de uma massa conhecida da amostra com éter de petróleo, utilizando-se o 
aparelho de Soxhlet. O teor de cinzas foi determinado por incineração numa mufla a 




100 - (g cinzas + g proteínas + g lípidos) e os resultados foram expressos em g por 100g 
de massa seca (ms). A energia foi calculada com base no sistema de Atwater de acordo 
com a equação: Energia (Kcal/100 g ms) = 4 × (g proteínas + g glúcidos) + 9 × (g lípidos). 
 
3.3.2 Determinação dos compostos hidrofílicos  
3.3.2.1  Açúcares livres 
A determinação dos açúcares livres foi realizada com base na metodologia descrita 
por Obodai et al. (2017), utilizando um sistema de HPLC com detetor de índice de 
refração (sigla em inglês, RI- refractive index detector). Às amostras liofilizadas (1,5 g), 
foi adicionado 1 mL de padrão interno (PI, melezitose, 25 mg/mL) e posteriormente 
procedeu-se à extração com 40 mL de etanol 80% a 80 ºC durante 1h 30 min. Em seguida, 
procedeu-se à filtração e evaporação do etanol e o sobrenadante obtido foi lavado três 
vezes sucessivas com 10 mL de éter etílico (deslipidificação da fase aquosa). Após 
concentração a 40 ºC, o resíduo sólido foi redissolvido em água destilada para um volume 
final de 5 mL. Após filtração em filtros de nylon de 0,2 μm para vials, procedeu-se à 
análise por HPLC-RI a 35 ºC utilizando um sistema de HPLC (Knauer, sistema Smartline) 
equipado com um detetor de RI (Knauer Smartline 2300) e com uma coluna 100-5 NH2 
Eurospher (4,6 × 250 mm, 5 mm, Knauer). A fase móvel utilizada foi acetonitrilo/água 
desionizada, 70:30 (v/v) com um caudal de 1 mL/min. A identificação dos açúcares foi 
realizada usando o método do padrão interno (PI) e por comparação cromatográfica com 
padrões comerciais. Os resultados foram expressos em g por 100 g de ms.  
 
3.3.2.2  Ácidos orgânicos 
Os ácidos orgânicos foram determinados por cromatografia líquida ultra rápida com 
detetor de díodos (sigla em inglês, UPLC-DAD- Ultra-performance liquid 
chromatography with diode array detector), conforme a metodologia descrita e otimizada 
por Barros et al. (2013). Procedeu-se à extração de 1,5 g das amostras liofilizadas com 25 
mL de ácido metafosfórico (25 ºC a 150 rpm) em agitação durante 25 min. As soluções 
obtidas foram filtradas através de papel Whatman N° 4 e seguidamente através de filtros 
de nylon de 0,2 μm (Millipore) para vials. Os ácidos orgânicos foram analisados 
utilizando um sistema Shimadzu 20A series UPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, 
Japan) equipado com uma coluna de fase reversa C18 SphereClone (Phenomenex, 5 μm, 




mM usando um caudal de 0,8 mL/min. A deteção foi efetuada num detetor DAD, 
utilizando 215 nm como comprimento de onda. Os ácidos orgânicos identificados foram 
quantificados por comparação da área dos picos com as curvas de calibração obtidas a 
partir de padrões comerciais de cada composto.  Os resultados foram expressos em g por 
100 g de ms. 
 
3.3.3 Determinação dos compostos lipofílicos 
3.3.3.1 Ácidos gordos  
A partir da fração lipídica obtida anteriormente pela extração de Soxhlet, os ácidos 
gordos foram derivatizados por um processo de transesterificação previamente descrito 
por Obodai et al. (2017). 5 mL de metanol:ácido sulfúrico:tolueno (2:1:1, v/v/v) foram 
adicionados à fração lipídica e incubados por 12 h a 50 °C e 160 rpm. Após a incubação, 
foram adicionados 3 mL de água destilada e 3 mL de éter dietílico, agitou-se 
vigorosamente com a ajuda de um vortex. A fase orgânica contendo os FAME foi 
removida, desidratada com sulfato de sódio anidro e filtrada com filtros de nylon de 0,2 
µm (Millipore) para análise posterior. 
O perfil de ácidos gordos foi obtido num sistema YOUNG IN Crhomass 6500 de 
cromatografia gasosa (sigla em inglês, GC- Gas chromatography) equipado com um injetor 
split/splitless a 250 °C e injeção split a 1:80, detetor de ionização de chama (sigla em inglês, 
FID- Flame ionization detector) a 260 °C e uma coluna Zebron-Fame (20 m × 0,18 mm 
× 0,15 μm df).  
O programa de temperatura do forno obedeceu à seguinte configuração: a 
temperatura inicial da coluna foi 80 ºC, durante 1,5 min; em seguida, aumentou-se a 
temperatura a 40 ºC/min até 160 ºC, 5 ºC/min até 185 ºC, 30 ºC/min até 260 ºC durante 4 
min. O hidrogénio (gás de transporte) tinha um caudal de 0,6 mL/min (0,61 bar), medido 
a 250 ºC. Para cada análise injetou-se 1 μL da amostra. A identificação de ácidos gordos 
foi feita com base nos tempos de retenção relativos dos picos da mistura padrão de 37 
FAMEs e das amostras. Os resultados foram processados usando o software Clarity 
4.0.1.7 (DataApex, Podohradska, República Checa) e expressos em percentagem relativa 





3.3.3.2  Tocoferóis 
Os tocoferóis foram determinados de acordo com o procedimento otimizado pelos 
autores Martins et al. (2016). Antes de se proceder à extração, adicionou-se às amostras 
liofilizadas (~500 mg) uma solução de hidroxitolueno butilado (sigla em inglês, BHT- 
Butylated hydroxytoluene) em hexano (10 mg/mL, 100 µL) e o PI (tocol em hexano 50 
μg/mL; 400 μL). Adicionaram-se 4 mL de metanol e posterior homogeneização no vortex 
durante 1 min. De seguida, adicionaram-se 4 mL de hexano procedendo-se, 
posteriormente, a nova homogeneização no vortex (1 min). Posteriormente adicionou-se 
ainda 2 mL de uma solução aquosa saturada de NaCl, homogeneizou-se no vortex (1 min), 
centrifugou-se (centrifuga refrigerada Multifuge X1R, Thermo Fisher Scientific, 5 min, 
4000 rpm) e transferiu-se, cuidadosamente, o sobrenadante para um frasco âmbar. A 
amostra foi re-extraída mais duas vezes com hexano e desidratada com sulfato de sódio 
anidro. O extrato foi levado à secura recorrendo a uma corrente de azoto. De seguida foi 
re-dissolvido em 2 mL de hexano, filtrado (filtros de 0,22 µm) para vials âmbar e 
analisados por HPLC. 
Utilizou-se um sistema HPLC descrito anteriormente, um desgaseificador 
(Smartline 5000), um amostrador automático (AS-2057 2500) e um detetor de 
fluorescência (sigla em inglês, FL- fluorescence detector, Jasco) programado para 
excitação a 290 nm e emissão a 330 nm. Os dados foram analisados usando o software 
Clarity 2,4 (DataApex, Praga, República Checa). A separação cromatográfica foi 
conseguida com uma coluna em fase normal Poliamida II (5 μm, 250 × 4.6 mm, WMC 
Waters, Japão), operando a 30 °C (forno 7971 R Grace). A fase móvel utilizada foi uma 
mistura de hexano/acetato de etilo (70:30, v/v) com um caudal de 1 mL/min.  
A quantificação foi baseada na resposta do sinal de fluorescência, usando o 
método do PI e por comparação cromatográfica com padrões. Os resultados foram 
expressos em mg por 100 g de ms. 
 
3.4   Preparação dos extratos hidroalcoólicos  
 
Para a preparação dos extratos hidroalcoólicos, 3 g das amostras liofilizadas, foram 
extraídas com 30 mL de etanol/água (80:20, v/v) sob agitação magnética constante, à 
temperatura ambiente, durante uma hora. O preparado foi filtrado através de um filtro de 




Posteriormente, o etanol foi evaporado a 40 °C (Buchi R-2010), e procedeu-se à 
congelação e liofilização para a obtenção do extrato. 
 
3.5  Caracterização química dos extratos hidroalcoólicos  
 
3.5.1 Análise de compostos fenólicos não antociânicos 
Os extratos foram submetidos a análise cromatográfica de acordo com o 
procedimento descrito pelos autores Bessada et al. (2016), em Dionex Ultimate 3000 
UPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) utilizando um sistema composto por 
bomba quaternária e dupla deteção on-line: DAD, usando o λ de 280 nm e 330 nm, e um 
detetor de espectrometria de massas (sigla em inglês, MS- Mass spectrometry).  
Para a separação utilizou-se uma coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2 C18 (3 μm, 
150 × 4,6 mm, Watersm Milford, MA, USA), operando a 35 ºC. A fase móvel foi 0,1% 
de ácido fórmico em água (A) e acetonitrilo (B). O gradiente de eluição foi de 15% B (5 
min), 15% B a 20% B (5 min), 20-25% B (10 min), 25-35% B (10 min), 35-50% B (10 
min), e a coluna foi reequilibrada (10 min) utilizando um fluxo de 0,5 mL/min. 
A deteção MS foi realizada por um espectrómetro de massa Ion Trap Linear LTQ 
XL (ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA), com uma fonte de ionização electrospray 
ESI. O azoto foi utilizado como gás de arraste a 50 psi. O sistema operou com uma 
voltagem de spray a 5 kV a 325 ºC com tensão capilar de -20 V. Foi mantida a voltagem 
de -66 V do tubo lens offset. Os espectros foram gravados em modo ião negativo entre 
100 e 1500 m/z. A energia de colisão utilizada foi de 35 (unidades arbitrárias), e os 
resultados foram recolhidos e analisados por intermédio no programa Xcalibur® 
(ThermoFinnigan, San Jose, Califórnia, EUA).  
Os compostos fenólicos presentes nas amostras foram caraterizados de acordo 
com os seus espetros de UV-vis, espectros de massa e com os tempos de retenção por 
comparação com padrões comerciais, quando disponíveis.  Para a análise quantitativa de 
compostos fenólicos, foi obtida uma curva de calibração (por injeção de concentrações 
conhecidas de diferentes padrões), usando como base o sinal UV-Vis dos padrões 
comerciais no seu λ máximo e, quando não disponíveis, a partir de outros compostos com 





3.5.2 Análise de antocianinas 
Cada amostra (1,5 g) foi extraída com 30 mL de etanol/água (80:20, v/v) e 1% do 
ácido trifluoroacétido (sigla em inglês, TFA- Trifluoroacetic acid) sob agitação magnética 
constante, à temperatura ambiente, durante uma hora. O preparado foi filtrado através de 
um filtro de papel Whatman N° 4 e o resíduo re-extraído. Posteriormente, o etanol foi 
evaporado a 40 °C (Buchi R-2010), e procedeu-se à congelação e liofilização para a 
obtenção do extrato. 
Os extratos foram analisados no sistema de UPLC acima referido. A separação   foi   
conseguida   numa   coluna   C18 AQUA® de fase reversa (5 μm, 150 mm × 4,6 mm, i.d. 
Phenomenex), termostatizada a 35ºC. Os solventes utilizados foram: (A) TFA a 0,1% em 
água e (B) 100% de acetonitrilo. O gradiente utilizado foi: 10% B durante 3 minutos de 
modo isocrático; 10 a 15% de B em 12 min;15% B durante 5 min sem modo isocrático; 
15 a 18% de B durante 5 min;18 a 30% de B durante 20 min; 30 a 35% durante 5 min, 
com um fluxo de 0,5 mL/min. 
A deteção em duplicado foi realizada por DAD, utilizando 520 nm como o 
comprimento de onda preferido, e por MS, no mesmo equipamento antes descrito. As 
antocianinas presentes nas amostras foram caraterizadas de acordo com os espetros de 
UV e de massa, com os tempos de retenção e por comparação com padrões, quando 
disponíveis. Para a análise quantitativa de antocianinas, foi obtida uma curva de 
calibração por injeção de concentrações conhecidas do padrão: pelargonidina-3-O-
glucosídeo. Os resultados foram expressos em mg por g de extrato.  
 
3.6  Propriedades bioativas  
 
3.6.1 Atividade Antioxidante 
A avaliação do potencial antioxidante foi determinado in vitro nos extratos 
hidroalcoólicos preparados anteriormente e realizaram-se dois ensaios celulares: inibição 
da peroxidação lipídica (sigla em inglês, TBARS- Thiobarbituric acid reactive 
substances) e o ensaio da inibição da hemólise oxidativa (sigla em inglês, OxHLIA- 





3.6.1.1  Inibição da peroxidação lipídica através de produtos reativos do ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) 
Neste ensaio, os TBARS foram obtidos a partir de tecidos cerebrais de porco, de 
animais oficialmente abatidos. O tecido cerebral foi homogeneizado em solução tampão 
Tris-HCl (20 mM e pH 7,4) para se obter uma porção de 1:2 (m/v) de homogeneizado 
cerebral após a centrifugação a 4000 rpm durante 10 min. Às diluições preparadas (200 
µL), adicionou-se 100 µL do sobrenadante, 100 µL de FeSO4 (10 mmol/L e 100 µL de 
ácido ascórbico (0.1 mmol/L). Após incubação a 37 °C durante 1 hora, parou-se a reação 
através da adição de 500 µL de ácido tricloroacético (28%, m/v), seguido do ácido 
tiobarbitúrico (sigla em inglês, TBA- Thiobarbituric acid, 2%, m/v, 380 μL). 
Seguidamente a mistura foi aquecida a 80 °C durante 20 min e centrifugada a 3000 
rpm durante 10 min para remover o precipitado proteico. A intensidade da cor do 
complexo malondialdeido (sigla em inglês, MDA- Malondialdehyde) – TBA no 
sobrenadante foi medida a 532 nm e a inibição da peroxidação lipídica (%) foi calculada 
segundo a equação: 
 !"#$#çã'	)*	+*,'-#).çã'	/#+í)#1.	(%) = 6!"#! 7 -	100 , onde A corresponde à 
absorvância do controlo e B à absorvância da amostra (Sarmento, Barros, Fernandes, 
Carvalho, & Ferreira, 2015). Os resultados foram expressos em valores de concentração 
de extrato que produz 50% de atividade antioxidante (sigla em inglês, EC50- extract 
concentration that provides 50% of the antioxidant activity) (mg/mL). 
 
3.6.1.2  OxHLIA – ensaio da inibição da hemólise oxidativa 
Para a realização deste ensaio celular, foi efetuada uma colheita de sangue de ovelha 
do qual foram obtidos apenas os eritrócitos por centrifugação (Multifuge X1R, Thermo 
Fisher Scientific) a 2900 rpm, durante 5 min a 10 °C. Após eliminação do sobrenadante, 
a amostra centrifugada foi submetida a uma lavagem com NaCl (150 mM) seguida de três 
lavagens com tampão fosfato-salino (sigla em inglês, PBS- Phosphate buffered saline; 
pH 7,4), procedendo-se a centrifugação e remoção do sobrenadante a cada lavagem. Em 
seguida preparou-se uma solução de eritrócitos a 2,8% (v/v) tendo como diluente o PBS. 
Posteriormente, 200 µL da solução de eritrócitos foram adicionados a 400 µL de PBS, 
(servindo esta solução de controlo), bem como às diferentes concentrações de extrato 




eritrócitos à água (para promover a hemólise completa), funcionando como um controlo 
negativo.  
Os ensaios foram realizados em microplacas de 48 poços, as quais foram incubadas 
a 37 °C durante 10 min com agitação. Após o período de incubação, foram adicionados 
200 μL de AAPH (160 mM) e a densidade ótica foi medida a 690 nm. As microplacas 
foram depois incubadas nas mesmas condições até hemólise completa, com medições a 
cada 10 min (Takebayashi, Chen, & Tai, 2010).  
A percentagem da população de eritrócitos (PE) que permanece intacta foi 
calculada conforme a equação:  
PE (%) = (St - CH0 / S0 - CH0) × 100 
onde St e S0 correspondem à densidade ótica da amostra num instante de tempo t 
e 0 min, respetivamente, e CH0 é a densidade ótica correspondente à hemólise completa 
aos 0 min. Os resultados foram expressos como tempo de atraso da hemólise (Δt), 
calculado da seguinte equação: 
Δt (min) = Ht50 (amostra) – Ht50 (controlo) 
onde Ht50 é o tempo correspondente a 50% de hemólise (min) obtido graficamente a 
partir da curva de hemólise para cada concentração de amostra antioxidante. 
Foram estabelecidas correlações entre os valores de Δt e as diferentes concentrações 
de amostra de forma a calcular a concentração capaz de retardar a hemólise em 60 min 
(mg/mL, sigla em inglês, IC50- Extract concentration that provides 50% of inhibition). 
 
3.6.2 Atividade Antimicrobiana 
Três bactérias Gram (+) [Staphylococcus aureus (ATCC), Bacillus cereus (isolado 
alimentar) e Listeria monocytogenes (NCTC 7973)] e três bactérias Gram (-) [Escherichia 
coli (ATCC 25922)], Salmonella Typhimurium (ATCC 13311) e Enterobacter cloacae 
(ATCC 35030)] foram utilizadas para avaliar a atividade antibacteriana dos extratos 
hidroalcoólicos.  
Seis fungos [Aspergillus fumigatus (ATCC 9197), Aspergillus niger (ATCC 6275), 
Aspergillus versicolor (ATCC 11730), Penicillium funiculosum (ATCC 36839), 
Penicillium verrucosum var. ciclopium (isolado alimentar) e Trichoderma viride (IAM 
5061)] foram utilizados para avaliar a atividade antifúngica. Os microrganismos foram 
obtidos no laboratório de micologia, Departamento de Fisiologia Vegetal, Instituto de 




O ensaio antimicrobiano foi realizado utilizando o método de microdiluição 
seguindo a metodologia anteriormente descrita pelos autores (Petropoulos et al., 2017).  
As concentrações que inibiram completamente o crescimento foram definidas como 
as concentrações mais baixas que não apresentaram crescimento visível após visualização 
no microscópio binocular, sendo determinadas pelo ensaio da viabilidade microbiana 
colorimétrica baseado na redução do corante violeta de p-iodonitrotetrazólio (sigla em 
inglês, INT- p-iodonitrotetrazolium violet). 
Após 24 horas, observou-se o crescimento de microrganismos, e a ausência de 
crescimento foi considerada como a concentração mínima inibitória (CMI). A 
concentração mínima bactericida (CMB) e a concentração mínima fungicida (CMF) 
foram também calculadas, indicando 99,5% de inibição do inóculo original. Os aditivos 
alimentares E211 (benzoato de sódio) e E224 (metabissulfito de potássio) foram 
utilizados como controlos positivos e 5% de DMSO foi utilizado como controlo negativo. 
 
3.7  Análise estatística 
 
Todos os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados foram expressos 
como valores médios ± desvio padrão (DP). A média e o desvio padrão foram 
determinados a partir dos dados tratados e obtidos no Microsoft Excel.  
Os testes estatísticos foram realizados usando o software SPSS Statistics (IBM 
SPSS Statistics for Windows, Versão 22.0. Armonk, NY: IBM Corp.). Os resultados 
foram analisados de acordo com a análise de variância (sigla em inglês, ANOVA- 
Analysis of variance) seguida pelo teste de diferença honestamente significativa (sigla 
em inglês, HSD- honestly significant difference) de Tukey com α = 0,05. 
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4  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1  Compostos hidrofílicos 
 
4.1.1 Composição proximal e valor energético 
A composição nutricional e o conteúdo em compostos hidrofílicos (açúcares livres 
e ácidos orgânicos) são apresentados na Tabela 3. O conteúdo de gordura bruta foi 
elevado nas plantas irrigadas e que não receberam qualquer bioestimulante (CW +; 1,05 
g/100 g ms) e, receberam os bioestimulantes Nomoren (NW +; 1,04 g/100 g ms) e X-
Stress (XSW +; 1,09 g/100 ms). 
Por outro lado, o deficit hídrico resultou na redução do teor de gordura nas plantas 
que não receberam bioestimulantes (CW-; 0,85 g/100 ms) e o tratamento X-Stress (XSW-
; 0,97 g/100 ms), enquanto que a aplicação da irrigação e o Nomoren (NW+) aliviou o 
efeito negativo provocado pelo stress hídrico e, não foram observadas diferenças nas 
plantas com o mesmo tratamento (NW+; 1,04 g/100 g ms e NW-; 1,08 g/100 g ms). 
O conteúdo de proteínas foi elevado nas plantas com stress hídrico, 
independentemente do tratamento bioestimulante aplicado, especialmente nas que 
receberam os tratamentos Twin Anti-stress (TWW-; 20,02 g/100 g ms) e X-Stress (XSW-
; 19,6 g/100 g ms).  
A aplicação do deficit hídrico e dos bioestimulantes não exerceu uma influência 
clara no teor de cinzas e, tendências variáveis foram observadas. No entanto, o maior teor 
de cinzas foi observado para o tratamento NW- (3,44 g/100 g ms), indicando um efeito 
positivo deste bioestimulante no teor de cinzas em condições de stress hídrico. 
Os glúcidos e a contribuição energética diminuíram em condições de stress hídrico 
quando os bioestimulantes foram aplicados, sendo que não foram observadas diferenças 
significativas entre os tratamentos CW- (78,2 g/100 g ms) e CW+ (78,07 g/100 g ms). O 
maior teor de glúcidos foi verificado para o tratamento TWW+ (79,5 g/100 g ms), 
enquanto a contribuição energética foi elevada para o tratamento XSW+ (393,4 Kcal/100 
g ms). De acordo com a literatura, têm sido descritos efeitos variáveis no valor nutricional 
do fruto do feijão, relativamente aos bioestimulantes aplicados sob condições de stress 
hídrico. Em particular, Petropoulos et al. (2020a) indicaram teores elevados e baixos de 
glúcidos e de proteínas, respetivamente, em plantas com stress hídrico que receberam 
tratamentos bioestimulantes específicos. Tendência oposta foi verificada neste estudo e 
Resultados e discussão 
44 
 
as diferenças entre os dois estudos podem estar associadas com os diferentes 
bioestimulantes aplicados, bem como às diferentes cultivares de feijão, uma vez que, de 
acordo com a literatura, o efeito do bioestimulante no alívio do stress é  dependente da 
cultura e do bioestimulante aplicado (Castellanos-Barriga, Santacruz-Ruvalcaba, 
Hernández-Carmona, Ramírez-Briones, & Hernández-Herrera, 2017; Kocira, Świeca, 
Kocira, Złotek, & Jakubczyk, 2018). Por outro lado, a combinação de diferentes 
bioestimulantes na mesma cultura também é sugerida no sentido de obter melhor perfil 
nutricional (Bulgari, Cocetta, Trivellini, Vernieri, & Ferrante, 2015). 
Os resultados obtidos neste estudo, são de grande interesse, considerando a 
importância dos teores de proteínas para a qualidade da vagem do feijão. As práticas de 
cultivo que apresentem efetiva relação custo-benefício e que aumentem o teor de 
proteínas, em condições de stress hídrico, melhoram efetivamente o valor agregado do 
produto final. 
 
4.1.2  Açúcares livres 
Em relação à composição dos açúcares livres, foram identificados três açúcares em 
todas as amostras testadas, nomeadamente: frutose, glucose e sacarose (Tabela 3).  Foi 
observada uma resposta variável quer com o tratamento dos bioestimulantes, quer com a 
irrigação aplicada. Por exemplo, foram observadas tendências decrescentes nos teores de 
frutose sob stress hídrico comparativamente com as plantas irrigadas (exceto para TW, 
onde não foram observadas diferenças entre as plantas com stress hídrico e irrigadas, 
TWW- e TWW+ com valores de 2,93 g/100 g ms). Teores elevados de frutose e sacarose 
foram observados nos tratamentos NW+ e CW- (3,73 g/100 g ms e 5,63 g/100 g ms, 
respetivamente), resultando no maior teor de açúcares totais para os mesmos tratamentos 
(9,4 g/100 g ms e 9,74 g/100 g ms, respetivamente). Este resultado indica um efeito 
positivo no acúmulo de açúcares livres sob stress hídrico, o que também foi observado 
em folhas de espinafre (Pereira et al., 2019a) e nas vagens de feijão comum (Petropoulos 
et al., 2020a). De acordo com a literatura, esta é uma resposta comum em plantas com 
stress hídrico, uma vez que acumulam açúcares livres como reguladores osmóticos e de 
crescimento ou, como reservatórios de carbono (Rathinasabapathi, 2000; Rosa et al., 
2009; Singh, 2016).  
Por outro lado, o teor de glicose foi elevado nos tratamentos NW+ (1,35 g/100 g 
ms) e TW (independente do tratamento de irrigação, 1,36 g/100g ms para o TWW+ e 
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1,33 g/100g ms para o TWW-), sem diferenças significativas entre eles, o que evidência 
os efeitos protetores dos bioestimulantes e, em particular sob condições de stress. Gupta 
e Kaur (2005) observaram que a glucose e a sacarose podem atuar como hormonas e 
regular a expressão dos genes relacionados com o stress ou serem utilizados como 
substratos durante a respiração celular (Rosa et al., 2009). 
 
4.1.3 Ácidos orgânicos 
Os principais ácidos orgânicos detetados foram os ácidos oxálico, málico e cítrico, 
enquanto que, vestígios do ácido fumárico também foram identificados (Tabela 3). A 
aplicação dos bioestimulantes resultou na diminuição dos ácidos oxálico, málico e ácidos 
orgânicos totais quando as plantas foram submetidas ao regime de deficit hídrico. A 
mesma tendência também foi observada para o ácido cítrico, exceto para o bioestimulante 
XS onde não foram observadas diferenças entre a irrigação e o tratamento aplicado. 
O tratamento XSW+ foi responsável pelo maior conteúdo de ácido málico (5,46 
g/100g ms), ácido cítrico (sem diferenças entre as plantas irrigadas e com stress hídrico, 
3,85 e 3,66 g/100 g, respetivamente) e ácidos orgânicos totais (12,8 g/100g ms), enquanto 
que teores elevados do ácido oxálico foram verificados nas plantas com stress hídrico que 
não receberam bioestimulantes (CW- de 3,75 g/100g ms).  
Como referido, os tratamentos bioestimulantes resultaram numa diminuição dos 
teores de ácido oxálico em condições de stress hídrico, comparativamente com o regime 
de irrigação controlo (CW-). Assim, em condições de stress hídrico, este resultado é 
crucial em termos de valor nutricional do fruto do feijão, uma vez que o ácido oxálico 
tende a acumular-se nas vagens e assim, este tratamento pode reduzir o seu conteúdo. 
A mesma tendência foi observada no estudo realizado por Petropoulos et al. 
(2020a), em que os produtos bioestimulantes testados (Nomoren, EKOprop, Veramin Ca 
e Twin Anti-stress), resultaram numa diminuição do conteúdo de ácido oxálico nas 
vagens de feijão comum cultivadas sob condições de stress hídrico, comparativamente 
com o bioestimulante correspondente das plantas irrigadas. Além disso, vários outros 
estudos descrevem o efeito significativo dos bioestimulantes na composição dos ácidos 
orgânicos (Palmieri et al., 2019; Pereira et al., 2019b). 
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Tabela 3. Valor nutricional, energético e compostos hidrofílicos identificados no fruto do feijão Rainha Roxa em relação aos bioestimulantes 
aplicados e regime de irrigação (média±DP, n=3). 
 CW+ NW+ TWW+ XSW+ CW- NW- TWW- XSW- 
Valor nutricional (g/100 g ms)    
Lípidos 1,05±0,02a 1,04±0,09ab 0,97±0,01c 1,09±0,03a 0,85±0,03d 1,08±0,03a 1,00±0,01bc 0,97±0,05c 
Proteínas 17,51±0,03b 16,87±0,04c 16,4±0,4c 17,44±0,09b 17,9±0,8b 17,6±0,9b 20,02±0,03a 19,6±0,7a 
Cinzas 3,38±0,05b 3,20±0,08d 3,10±0,05e 3,12±0,06e 3,09±0,08e 3,44±0,09a 3,30±0,06c 3,14±0,02e 
Glúcidos 78,07±0,05c 78,89±0,02b 79,5±0,3a 78,3±0,2c 78,2±0,6c 77,9±0,6c 75,68±0,03d 76,3±0,4d 
Energia (Kcal/100 g ms) 391,7±0,2c 392,4±0,5b 392,4±0,1b 393,4±0,1a 391,9±0,3c 391,6±0,3c 391,8±0,1c 392,3±0,1b 
Açúcares livres  (g/100 g ms)    
Frutose 3,07±0,01c 3,73±0,02a 2,93±0,05d 3,43±0,08b 2,85±0,03d 2,10±0,02e 2,93±0,06d 2,19±0,06e 
Glucose 1,06±0,02d 1,35±0,06a 1,36±0,06a 1,13±0,06c 1,26±0,05b 0,72±0,01f 1,33±0,03a 0,84±0,06e 
Sacarose 3,61±0,01f 4,32±0,04c 4,53±0,09b 4,03±0,05d 5,63±0,03a 3,37±0,01g 4,52±0,08b 3,81±0,04e 
Total 7,74±0,03c 9,4±0,1a 8,8±0,2b 8,6±0,2b 9,74±0,05a 6,19±0,03e 8,8±0,2b 6,8±0,2d 
Ácidos orgânicos  (g/100 g ms)    
Ácido oxálico 3,47±0,02b 3,43±0,04b 2,69±0,02e 3,49±0,05b 3,75±0,09a 3,13±0,03c 2,12±0,02f 2,96±0,02d 
Ácido málico 3,33±0,05e 5,09±0,02b 3,72±0,03d 5,46±0,08a 3,34±0,04e 4,24±0,07c 2,47±0,04f 3,94±0,01d 
Ácido cítrico 1,64±0,01e 3,02±0,03c 3,26±0,02b 3,85±0,06a 3,21±0,04bc 2,53±0,05d 2,56±0,02d 3,66±0,07a 
Ácido fumárico v v v v v v v v 
Total 8,45±0,03g 11,54±0,09b 9,66±0,07f 12,8±0,2a 10,30±0,01d 9,9±0,1e 7,14±0,08h 10,55±0,07c 
C: Controlo; N: Nomoren; TW: Twin Anti-stress; XS: X-stress; W+: indica o regime de irrigação normal; W‐: indica o regime de retenção de água; v - 
vestígios; Curvas de calibração utilizadas para os açúcares: frutose (y = 1,04x, R2 = 0,999; LOD = 0,05 mg/mL, LOQ = 0,18 mg/mL), glucose (y = 0,935x, R2 
= 0,999; Limite de deteção (sigla em inglês, LOD- Limit of detection) = 0,08 mg/mL; Limite de quantificação (sigla em inglês, LOQ- Limit of quantification) 
= 0,25 mg/mL) e sacarose (y = 0,977x, R2 = 0,999; LOD = 0,06 mg/mL, LOQ = 0,21 mg/mL). Curvas de calibração utilizadas para os ácidos orgânicos: ácido 
oxálico (y = 9E + 106x + 459,731; R2 = 0,994; LOD = 12,55 μg/mL; LOQ = 41,82 μg/mL); ácido málico (y = 912,441x + 92,665; R2=0,999; LOD = 35,76 
μg/mL; LOQ = 119,18 μg/mL); ácido cítrico (y = 1E + 106x + 45,682; R2 = 1; LOD= 10,47 μg/mL; LOQ = 34,91 μg/mL) e ácido fumárico (y = 2E + 08x + 
1E + 06; R2 = 1; LOD = 0,08 μg/mL; LOQ = 0,26 μg/mL). 
Diferentes letras minúsculas na mesma linha indicam diferenças significativas entre o regime de irrigação e os bioestimulantes aplicados, de acordo com o 
teste HSD de Tukey (p = 0,05).  
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4.2  Compostos lipofílicos 
 
4.2.1  Ácidos gordos 
A composição e o conteúdo dos ácidos gordos são apresentados na Tabela 4. Os 
principais ácidos gordos detetados foram os ácidos linoléico (C18:2n6c) e palmítico (C16:0), 
seguidos pelos ácidos α-linolénico (C18:3n3) e oleico (C18:1n9c), enquanto que os ácidos 
gordos saturados e polinsaturados (sigla em inglês, SFA- saturated fatty acids e PUFA, 
respetivamente) foram as classes mais abundantes. Resultados semelhantes foram descritos 
no estudo de Petropoulos et al. (2020a), em que diferentes bioestimulantes (Nomoren, 
EKOprop, Veramin Ca e Twin Anti-stress) foram aplicados à cultura de feijão comum sob 
dois regimes de irrigação (irrigação e deficit hídrico). 
Em relação ao efeito dos bioestimulantes a resposta foi variável para os tratamentos 
testados. Teores elevados de C18:2n6c foram verificados nas condições normais de irrigação 
para as amostras controlo CW+ (28,21%) e tratamento XSW+ (28,43%) e, de C18:3n3 para o 
tratamento NW+ (18,91%). Teores elevados de C16:0 foram verificados nas condições de 
stress hídrico nas amostras controlo CW- (30,6%) e XSW- (30,59%), e de C18:1n9c para o 
tratamento TWW- (16,4%). 
Da mesma forma, o conteúdo dos SFA, ácidos gordos monoinsaturados (sigla em inglês, 
MUFA- monounsaturated fatty acids) e PUFA, foram elevados para os tratamentos XSW- 
(54,74%), TWW- (18,9%) e XSW + (47,62%), respetivamente. A composição em ácidos 
gordos está associada à fluidez da membrana como um mecanismo de adaptação ao stress 
ambiental. Além disso, as plantas submetidas ao stress hídrico geralmente apresentam níveis 
mais baixos de C18:3n3, enquanto o conteúdo de PUFA está associado à tolerância à 
salinidade (Upchurch, 2008).  
Assim, conforme a literatura, os resultados apresentados indicam que os 
bioestimulantes, podem afetar a composição dos ácidos gordos e aumentar a qualidade do 
produto final, principalmente quando se considera o efeito benéfico na proporção n6/n3 e 
PUFA/SFA sob stress hídrico e regime normal de irrigação (Guil-Guerrero et al., 2018; 
Petropoulos et al., 2020a). 
 
4.2.2  Tocoferóis 
O conteúdo e composição dos tocoferóis são apresentados na Tabela 4. Os únicos 
isómeros da vitamina E detetados foram o α- e γ-tocoferóis. Este último foi elevado em todas 
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as amostras testadas. À semelhança do presente estudo, Petropoulos et al.(2020b) e Chen et 
al. (2015) também descreveram o γ-tocoferol como o isómero mais abundante da vitamina E. 
Em relação ao efeito bioestimulante, uma resposta variável foi observada. Por 
exemplo, teores elevados de α-tocoferol foram verificados no tratamento TWW- (0,683 
mg/100 g ms) e, teores elevados de γ- e tocoferóis totais foram observados para o mesmo 
bioestimulante sob o regime de irrigação (TWW+; 1,08 e 1,26 mg/100 g ms, respetivamente). 
O α-tocoferol é considerado um importante composto antioxidante e o fato do seu 
conteúdo ter sido elevado no tratamento TWW-, é indicativo de que este bioestimulante pode 
ter um papel protetor. Além de não ativar o sistema de defesa da planta e, consequentemente 
a redução de compostos antioxidantes para a eliminação das espécies reativas de oxigénio 
(sigla em inglês, ROS- reactive oxygen species) (Zhao, Huang, Adeleye, & Keller, 2017). 
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Tabela 4. Compostos lipofílicos identificados no fruto do feijão Rainha Roxa em relação aos bioestimulantes aplicados e regime de irrigação 
(média±DP, n=3). 
 
 CW+ NW+ TWW+ XSW+ CW- NW- TWW- XSW- 
Ácidos gordos   (Percentagem relativa %)    
C6:0 0,241±0,001 0,170±0,002 0,032±0,001 0,068±0,002 0,56±0,01 0,107±0,006 0,33±0,01 0,37±0,01 
C8:0 0,103±0,003 0,150±0,002 0,087±0,004 0,071±0,001 0,350±0,009 0,309±0,004 0,218±0,001 0,375±0,004 
C10:0 0,045±0,004 0,075±0,001 0,082±0,001 0,061±0,001 0,079±0,001 0,23±0,01 0,125±0,003 0,107±0,003 
C12:0 0,135±0,005 0,117±0,001 0,169±0,002 0,124±0,001 0,17±0,01 0,34±0,01 0,232±0,001 0,237±0,006 
C13:0 0,338±0,001 0,308±0,002 0,295±0,005 0,335±0,001 0,32±0,01 0,277±0,004 0,360±0,001 0,306±0,004 
C14:0 0,49±0,01 0,572±0,004 0,692±0,009 0,542±0,002 0,66±0,01 0,87±0,03 0,867±0,007 1,02±0,01 
C15:0 0,793±0,004 0,685±0,006 0,783±0,003 0,56±0,01 0,692±0,004 0,65±0,02 0,49±0,02 1,23±0,01 
C16:0 24,57±0,05 25,48±0,03 30,13±0,01 23,70±0,01 30,6±0,2 30,50±0,01 24,20±0,08 30,59±0,07 
C16:1 0,343±0,002 0,54±0,05 0,221±0,009 0,288±0,003 0,605±0,005 0,96±0,02 0,747±0,005 0,409±0,001 
C17:0 0,904±0,004 0,82±0,02 0,920±0,005 0,652±0,006 3,11±0,01 0,333±0,003 0,520±0,003 1,08±0,01 
C18:0 7,70±0,01 6,14±0,01 7,28±0,03 6,01±0,01 7,15±0,03 7,38±0,08 6,45±0,05 7,90±0,04 
C18:1n9c 8,17±0,01 6,84±0,03 6,20±0,01 7,13±0,01 10,63±0,03 13,48±0,07 16,4±0,4 8,91±0,01 
C18:2n6c 28,21±0,01 26,81±0,01 23,92±0,08 28,43±0,01 19,9±0,3 19,2±0,1 20,0±0,6 19,54±0,08 
C18:3n3 16,28±0,06 18,91±0,02 17,09±0,01 18,64±0,04 14,2±0,1 13,71±0,01 13,5±0,1 14,47±0,05 
C20:0 1,44±0,03 2,11±0,08 2,51±0,03 3,05±0,01 2,4±0,2 2,41±0,02 2,4±0,1 2,38±0,04 
C20:1 0,184±0,001 0,202±0,003 0,157±0,004 0,164±0,007 0,22±0,02 0,59±0,02 0,27±0,02 0,227±0,006 
C20:2 0,226±0,006 0,215±0,001 0,176±0,004 0,165±0,003 0,36±0,05 0,57±0,03 0,73±0,01 0,37±0,01 
C21:0 0,155±0,004 0,134±0,002 0,235±0,005 0,089±0,002 0,175±0,003 0,430±0,003 0,678±0,007 0,449±0,008 
C22:0 3,51±0,07 2,95±0,06 4,20±0,01 3,03±0,01 3,01±0,02 2,49±0,07 4,03±0,02 3,59±0,07 
C22:1 0,40±0,02 0,473±0,002 0,431±0,004 0,373±0,005 0,272±0,005 0,538±0,006 0,659±0,007 0,501±0,004 
C20:5n3 0,23±0,02 0,306±0,004 0,285±0,001 0,383±0,006 0,162±0,001 0,187±0,004 0,209±0,004 0,237±0,003 
C23:0 1,38±0,01 1,54±0,04 1,29±0,02 1,77±0,01 1,27±0,02 1,35±0,02 1,55±0,03 1,43±0,00 
C24:0 3,83±0,02 4,1±0,1 2,46±0,05 3,96±0,04 2,83±0,01 2,71±0,04 4,27±0,08 3,68±0,04 
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C24:1 0,320±0,002 0,38±0,01 0,36±0,02 0,41±0,01 0,314±0,001 0,382±0,004 0,75±0,04 0,596±0,006 
SFA 45,64±0,04e 45,3±0,1ef 51,17±0,04c 44,02±0,03f 53,3±0,3b 50,38±0,04c 46,7±0,1d 54,74±0,08a 
MUFA 9,42±0,01de 8,4±0,1ef 7,36±0,03f 8,37±0,01ef 12,05±0,04c 15,94±0,07b 18,9±0,3a 10,64±0,03cd 
PUFA 44,95±0,03c 46,25±0,01b 41,47±0,07d 47,62±0,03a 34,7±0,4e 33,7±0,1g 34,4±0,4f 34,62±0,05ef 
Tocoferóis   (mg/100 g ms)    
α-Tocoferol 0,138±0,001c 0,169±0,003b 0,177±0,002b 0,134±0,003cd 0,119±0,008d 0,091±0,003e 0,250±0,008a 0,14±0,01c 
γ-Tocoferol 0,78±0,01c 0,88±0,02b 1,08±0,01a 0,878±0,001b 0,755±0,008c 0,359±0,006e 0,683±0,008d 0,77±0,03c 
Total 0,92±0,02e 1,05±0,02b 1,26±0,01a 1,02±0,01c 0,870±0,001f 0,450±0,001g 0,93±0,01d 0,92±0,04e 
C: Controlo; N: Nomoren; TW: Twin Anti-stress; XS: X-stress; W+: indica o regime de irrigação normal; W‐: indica o regime de retenção de água; ácido 
capróico (C6:0), ácido caprílico (C8:0), ácido cáprico (C10:0), ácido laurico (C12:0), ácido tridecílico (C13:0), ácido mirístico (C14:0), ácido pentadecanóico 
(C15:0), ácido palmítico (C16:0), ácido palmitoléico (C16:1), ácido heptadecanóico (C17:0), ácido esteárico (C18:0), ácido oleico (C18:1n9c), ácido linoleico 
(C18:2n6c), ácido α-linolénico (C18:3n3), ácido araquídico (C20:0), ácido cis-11-eicosenóico (C20:1), ácido eicosadienóico (C20:2), ácido heneicosílico 
(C21:0),  ácido beénico (C22:0), ácido docosenóico (C22:1), ácido eicosapentaenóico (C20:5n3), ácido tricosanóico (C23:0), ácido ignocérico (C24:0) e ácido 
nervónico (C24:1). Curvas de calibração utilizadas para os tocoferóis: α-tocoferol (y = 1,295×; R2 = 0,991; LOD: 18,06 ng/mL, LOQ: 60,20 ng/mL) e γ-tocoferol 
(y = 0,567×; R2 = 0,991; LOD: 14,79 ng/mL, LOQ: 49,32 ng/mL). Diferentes letras minúsculas na mesma linha indicam diferenças significativas entre o regime 
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4.3  Compostos fenólicos 
 
Os resultados relativos à identificação e quantificação dos compostos fenólicos são 
apresentados nas Tabela 5 e Tabela 6. No total, doze compostos individuais foram 
identificados em todas as amostras estudadas, incluindo dois ácidos fenólicos, nove 
flavonoides e uma antocianina. 
Em relação aos compostos não antociânicos, os picos 1 ([M−H]- com m/z 387) e 2 
([M−H]- com m/z 341) foram tentativamente identificados como derivado do ácido p-
cumárico e cafeoil-O-hexósido, respetivamente. De uma perspetiva mais abrangente, estes 
compostos foram identificados de acordo com a descrição anterior presente na literatura pelos 
autores Luthria e Pastor-Corrales (2006). (+)-Catequina (pico 3), (-)- epicatequina (pico 4), 
dímero de (epi)catequina tipo-b (pico 5), quercetina‐3‐O‐rutinósido (pico 9), quercetina‐3‐O‐
glucósido (pico 10) e isorhamnetina-3-O-rutinósido (pico 11), foram identificados 
positivamente de acordo com seu tempo de retenção (Rt), espectro de massa e comprimento 
de onda de absorção máximo na região UV-Vis (λ max) por comparação com os padrões 
comerciais. 
Os outros compostos, pico 6, 7 e 8 foram identificados positivamente por comparação 
com a literatura. Em relação aos compostos fenólicos antociânicos, apenas uma antocianina 
foi identificada nos extratos preparados com as amostras de feijão: malvidina 3,5-di-O-
glicósido (pico 12). Kang et al. (2016) avaliaram 26 cultivares de feijão e identificaram 16 
antocianinas, sendo que em 3 cultivares, encontraram derivados da malvidina. 
Num estudo recente, Petropoulos et al. (2019), descreveram que o fruto do feijão comum 
contém apenas flavonoides e os ácidos fenólicos foram detetados na semente. Este contraste, 
pode estar associado ao estágio de colheita, uma vez que, no nosso estudo, a colheita ocorreu 
no final da estação de cultivo (84 a 100 dias) em comparação com 60 e 70 dias no estudo de 
Petropoulos et al. (2019), bem como com o genótipo testado. 
Em relação aos compostos fenólicos não antociânicos, (-)-epicatequina (pico 4) foi o 
composto mais abundante, que variou de 0,46 mg/g de extrato nas amostras CW+, a 0,761 
mg/g de extrato no tratamento NW+. CW- e TWW-, apresentaram o maior teor de (+)-
catequina (pico 3, 1,18 e 1,3 mg/g de extrato, respetivamente), seguido do cafeoil-O-hexósido 
(pico 2) e derivado do ácido p-cumárico (pico 1) que apresentaram os teores mais elevados 
nas amostras tratadas com XSW+ (0,82 mg/g de extrato) e NW- (0,40 mg/g de extrato), 
respetivamente. 
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Os maiores teores de flavonoides totais foram detetados no tratamento TWW- (3,2 mg/g 
de extrato), enquanto o tratamento XSW+ apresentou maior teor de ácidos fenólicos totais 
(1,28 mg/g de extrato).  
Relativamente aos compostos fenólicos antociânicos, o CW+ apresentou teores 
elevados de malvidina 3,5-di-O-glicósido (0,60 mg/g de extrato), enquanto os restantes 
tratamentos apresentam teores semelhantes, ~0,370 mg/g de extrato. 
Este resultado está de acordo com o teor de α-tocoferol, que também foi elevado no 
tratamento TWW-, e confirmou o papel protetor deste bioestimulante contra o stress 
oxidativo, uma vez que α-tocoferol não é consumido devido ao elevado teor de compostos 
fenólicos que, funcionam assim, como antioxidantes (Zhao et al., 2017). 
A abundância de (+)-catequina e (-)-epicatequina no nosso estudo, poderá ser 
justificada pela colheita tardia, conforme já descrito por Petropoulos et al. (2019). A resposta 
variada, da composição em compostos fenólicos relativamente aos bioestimulantes, foi 
descrita anteriormente por Kałużewicz, Gąsecka e Spiżewski (2017) . Estes autores sugeriram 
um efeito combinatório do bioestimulante e das condições de crescimento, bem como a 
composição do produto bioestimulante, por exemplo, produtos que contenham filtrados de A. 
nodosum (neste estudo é o bioestimulante TW) aumentaram o conteúdo de compostos 
fenólicos. 
Além disso, segundo Szparaga et al. (2019) e Kocira et al. (2018), observaram uma 
resposta dependente entre cultivar e dose, relativamente à aplicação dos bioestimulantes no 
feijoeiro. Assim, a seleção adequada do produto bioestimulante e a aplicação da dose podem 
ser práticas de cultivo económicas no sentido de aumentar a qualidade do produto final. 
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Tabela 5. Tempos de retenção (Rt), comprimentos de onda de absorção máxima na região do visível (λmax), dados espectrais de massa e tentativa 
de identificação dos compostos fenólicos presentes nos extratos hidroalcoólicos do fruto do feijão Rainha Roxa em relação aos bioestimulantes 
aplicados e regime de irrigação. 
Compostos fenólicos não-antociânicos 
Pico Rt (min) λmax (nm) [M-H]- (m/z) MS2 (m/z) Tentativa de identificação 
1 3,71 309 387 341(100), 207(18), 163(5)a Derivado do ácido p-cumárico 
2 4,95 269 341 179(100)b Cafeoil-O-hexósido 
3 6,54 280 289 245(91), 203(60), 137(38)c (+)-Catequina 
4 9,22 278 289 245(83), 205(46), 151(24), 137(26) c (-)-Epicatequina 
5 12,07 278 577 451(32), 425(100), 289(11)d Dímero de (epi)catequina tipo-b  
6 13,71 353 741 300(100)e Quercetina-3-O-xilorutinósido 
7 14,96 352 741 301(100)d Quercetina 3-O-pentosídeo-rutinósido 
8 16,32 342 725 311(100)d Kaempferol-O-pentosil-ramnosil-hexósido 
9 16,69 352 609 301(100)c Quercetina-3-O-rutinósido 
10 17,85 350 463 301(100)c Quercetina 3-O-glucósido 
11 20,70 345 623 315(100)c Isorhamnetin-3-O-rutinósido 
    Compostos fenólicos antociânicos  
Peak Rt (min) λmax (nm) [M+H]+ (m/z) MS2 (m/z) Tentativa de identificação 
12 10,68 523 655 494(11), 493(100), 332(8), 331(68)f Malvidina 3,5-di-O-glucósido 
Referências utilizadas para a tentativa de identificação: a - Arribas et al. (2019); b - Kang, Price, Ashton, Tapsell e Johnson (2016); c – padrão, DAD e padrão 
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Tabela 6. Quantificação (mg/g de extrato) dos compostos fenólicos não antociânicos e antociânicos presentes nos extratos hidroalcoólicos do 
fruto do feijão Rainha Roxa em relação aos bioestimulantes aplicados e regime de irrigação (média ± SD, n=3). 
Compostos fenólicos não-antociânicos 
Pico CW+ NW+ TWW+ XSW+ CW- NW- TWW- XSW- 
1 0,35±0,02d 0,51±0,01a 0,44±0,02c 0,46±0,01b 0,253±0,004f 0,50±0,02a 0,29±0,01e 0,302±0,001e 
2 0,224±0,01d 0,59±0,02b 0,181±0,005e 0,82±0,02a 0,178±0,001e 0,40±0,03c 0,16±0,01e 0,24±0,01d 
3 0,136±0,005f 0,18±0,01ef 0,24±0,01cd 0,28±0,01c 1,18±0,02b 0,22±0,01de 1,3±0,1a 0,194±0,01de 
4 0,46±0,01e 0,76±0,01b 0,50±0,01d 0,082±0,001g 0,34±0,03f 0,60±0,01c 0,91±0,04a 0,50±0,01d 
5 0,37±0,01d 0,52±0,01b 0,390±0,004c 0,66±0,01a 0,33±0,02e 0,54±0,01b 0,106±0,005f 0,36±0,01d 
6 0,193±0,001d 0,24±0,01b 0,208±0,003d 0,254±0,002a 0,18±0,01e 0,212±0,001c 0,20±0,01c 0,166±0,003f 
7 0,115±0,001de 0,126±0,001a 0,118±0,003bc 0,126±0,001a 0,116±0,001cd 0,12±0,001b 0,110±0,001e 0,113±0,001d 
8 0,113±0,001c 0,120±0,001b 0,118±0,001b 0,112±0,001c 0,109±0,001c 0,263±0,005a 0,112±0,001c 0,110±0,001c 
9 0,206±0,002d 0,302±0,005a 0,242±0,002b 0,304±0,003a 0,192±0,003e 0,115±0,001g 0,217±0,003c 0,178±0,001f 
10 0,126±0,001d 0,151±0,003b 0,139±0,003c 0,158±0,002a 0,125±0,001de 0,138±0,002c 0,139±0,003c 0,122±0,001e 
11 0,111±0,001e 0,128±0,005a 0,114±0,001cde 0,120±0,001b 0,107±0,001f 0,117±0,001bcd 0,113±0,001de 0,118±0,001bc 
AFT 0,58±0,03e 1,10±0,01b 0,62±0,03d 1,28±0,02a 0,431±0,005f 0,90±0,01c 0,45±0,01f 0,54±0,01e 
FTNA 1,82±0,01f 2,53±0,02c 2,08±0,01e 2,10±0,01e 2,67±0,06b 2,32±0,02d 3,2±0,1a 1,87±0,01f 
CFTNA 2,4±0,01f 3,64±0,03a 2,69±0,03e 3,38±0,03b 3,10±0,06d 3,22±0,03c 3,6±0,1a 2,42±0,02f 
Compostos fenólicos antociânicos 
12 0,60±0,02a 0,398±0,003b 0,390±0,002b 0,348±0,004d 0,370±0,001c 0,388±0,003b 0,367±0,004c 0,370±0,001c 
CAT 0,60±0,02a 0,398±0,003b 0,390±0,002b 0,348±0,004d 0,370±0,001c 0,388±0,003b 0,367±0,004c 0,370±0,001c 
C: Controlo; N: Nomoren; TW: Twin Anti-stress; XS: X-stress; W+: indica o regime de irrigação normal; W‐: indica o regime de retenção de 
água; AFT: ácidos fenólicos totais; FTNA: flavonoides totais não antociânicos; CFTNA: compostos fenólicos totais não antociânicos; CAT: Compostos 
antociânicos totais. Diferentes letras minúsculas na mesma linha indicam diferenças significativas entre o regime de irrigação e os bioestimulantes 
aplicados, de acordo com o teste HSD de Tukey (p = 0,05). A identificação do pico é fornecida na Tabela 5. Curvas de calibração utilizadas na 
quantificação relativamente aos padrões: ácido p-cumárico (y = 301950x + 6966,7, R² = 0,9999, LOD = 0,68 µg/mL e LOQ = 1,61 µg/mL, pico 1); ácido 
cafeico (y = 388345x + 406369, R² = 0,999, LOD = 0,78 µg/mL e LOQ = 1,97 µg/mL, pico 2); catequina (y = 84950x - 23200, R2 = 0,9999; LOD = 0,17 
μg/mL e LOQ = 0,68 μg/mL, picos 3, 4 e 5); quercetina-3-O-glucósido (y = 34843x - 160173, R² = 0,9998, LOD = 0,21 µg/mL e LOQ = 0,71 µg/mL, picos 
6, 7, 8, 9, 10 e 11) e pelargonidina-3-O-glucósido (y = 276117x - 480418, R² = 0,9979, LOD = 0,24 µg/mL e LOQ = 0,76 µg/mL, pico 12).
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4.4  Atividade antioxidante 
 
Os resultados relativos à atividade antioxidante mediante os ensaios de TBARS e 
OxHLIA são apresentados na Tabela 7. O ensaio TBARS não revelou diferenças 
significativas entre a maioria dos tratamentos estudados. Em contraste, o tratamento TW 
apresentou consistentemente menor atividade antioxidante do que os tratamentos XSW+, 
CW- e NW-, independentemente do regime de irrigação. Os valores de EC50 para todas as 
amostras foram consideravelmente mais elevados do que o Trolox, que foi utilizado como 
controlo positivo. 
Em relação ao ensaio de OxHLIA, foi observada uma resposta diferente, sendo que o 
tratamento XSW+ apresentou os menores valores de IC50, indicando assim o melhor potencial 
antioxidante do que os restantes tratamentos. No entanto, os valores de IC50 obtidos, também 
foram maiores do que o Trolox. De acordo com Gan et al. (2016), o fruto do feijão com 
pigmento, é uma fonte de compostos antioxidantes como os polifenóis (principalmente em 
flavonoides), por sua vez, Cho et al. (2008) concluíram o mesmo, relativamente à importância 
dos flavonoides nos mecanismos antioxidantes em amostras de espinafre.  
O tratamento com o bioestimulante TW apresentou atividade antioxidante consistente 
em ambos os regimes de irrigação e, menores valores de EC50 no tratamento com TWW, que 
por sua vez, apresentou os maiores teores de flavonoides. Além disso, os resultados obtidos 
nestes dois ensaios, são prevalentes em matrizes naturais, uma vez que outros compostos estão 
envolvidos no mecanismo antioxidante testado (Petropoulos et al., 2020a; Petropoulos et al., 
2020b).  
Resultados e discussão 
56 
 
Tabela 7. Atividade antioxidante dos extratos hidroalcoólicos do fruto do feijão Rainha Roxa 
em relação aos bioestimulantes aplicados e regime de irrigação (média ± DP, n=3). 
 TBARS 
(EC50, mg/mL) 
OxHLIA (IC50; mg/mL) 
 Δt = 60 min  
CW+ 0,55±0,02d 1,16±0,06b 
NW+ 0,57±0,06d 0,59±0,04c 
TWW+ 0,57±0,07d 1,80±0,09a 
XSW+ 0,64±0,02c 0,14±0,01f 
CW- 0,74±0,04b 0,333±0,005d 
NW- 0,87±0,07a 0,249±0,004e 
TWW- 0,52±0,04d 0,243±0,009e 
XSW- 0,59±0,04cd 0,32±0,01d 
Trolox 0,0054±0,0003 0,020±0,001 
C: Controlo; N: Nomoren; TW: Twin Anti-stress; XS: X-stress; W+: indica o regime de 
irrigação normal; W‐: indica o regime de retenção de água; diferentes letras minúsculas na 
mesma linha indicam diferenças significativas entre o regime de irrigação e os bioestimulantes 
aplicados, de acordo com o teste HSD de Tukey (p = 0,05). 
 
 
4.5 Atividade antimicrobiana 
 
As propriedades antimicrobianas das amostras testadas são apresentadas na Tabela 8. 
Os extratos hidroalcoólicos da vagem feijão foram mais eficazes do que o controlo positivo 
E224 contra a estirpe B. cereus, mas menos eficazes do que o outro controlo positivo E211. 
Os tratamentos que apresentaram maior eficácia foram N e TW (independente do regime de 
irrigação) e XSW-, não havendo diferenças significativas entre eles. 
Além disso, o tratamento CW foi o mais eficaz contra a S. typhimurium, tendo valores 
de CMI e CMB semelhantes ao controlo positivo E211 e valores CMI iguais ao E244.  
A eficácia dos extratos contra a L. monocytogenes foi menor, comparativamente com os 
controlos positivos, mas, foram mais eficazes do que o E211 contra a S. aureus e a E. cloacae 
e, similarmente eficazes contra a E. coli. 
De acordo com a literatura, extratos pigmentados de várias espécies e cultivares de 
feijão apresentaram eficácia contra duas bactérias Gram+ (B. cereus e S. aureus), e também, 
contra duas bactérias Gram- (E. coli e S. Typhimurium) (Gan et al., 2016). Os mesmos autores 
sugeriram que a eficácia contra as bactérias Gram+ está parcialmente associada ao elevado 
teor de polifenóis dos extratos, o que também foi o caso para os tratamentos NW+ e TWW- 
no nosso estudo, enquanto as bactérias Gram- são menos propensas aos extratos devido à 
membrana celular mais espessa (Xie, Yang, Tang, Chen, & Ren, 2014). Além disso, as 
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diferenças encontradas na atividade antibacteriana podem ser devidas à composição dos 
polifenóis, uma vez que as diferenças na estrutura dos compostos podem resultar em diferentes 
atividades. 
Em contraste, os extratos testados apresentaram elevada atividade contra vários fungos, 
que na maioria dos casos foi semelhante ou superior aos controlos positivos (E211 e E244; 
Tabela 8). Em particular, os extratos foram mais eficazes do que os controlos positivos no 
caso da estirpe A. fumigatus (TWW+), A. niger (TWW+ e CW-), A. versicolor (C e N 
independentemente do regime de irrigação e TWW+) e P. verrucosum var. cyclopium 
(TWW+ e NW-). Valores de CMI semelhantes aos controlos positivos foram verificados para 
a estirpe P. funicolosum (tratamentos C e N independentemente do regime de irrigação e 
TWW+) e para T. viride (CW+).  
Similarmente ao nosso estudo, Petropoulos et al. (2019) também obteve eficácia 
fungicida significativa nas vagens de feijão comum e também sugeriu uma resposta variada 
dependendo do tratamento bioestimulante e do estágio de colheita. Os efeitos antimicrobianos 
exercidos, podem ser parcialmente atribuídos ao teor de polifenóis (como no caso do NW+ 
neste estudo), bem como à presença de outros compostos com atividade fungicida, como as 
proteínas catiónicas, defensinas (de O Mello et al., 2014; Mello et al., 2011) ou as 
endoglicosil-hidrolases como as quitinases (Wang, Shao, Fu, & Rao, 2009) que não foram 
determinadas no nosso estudo. 
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Tabela 8. Atividade antimicrobiana (concentração mínima de inibição (CMI), concentração 
mínima bactericida (CMB) e concentração mínima fungicida (CMF) (mg/mL) dos extratos 
hidroalcoólicos do fruto do feijão Rainha Roxa em relação aos bioestimulantes aplicados e 
regime de irrigação. 
Atividade antibacteriana 
  S. aureus B. cereus L. monocytogenes E. coli S. Typhimurium E. cloacae 
CW+ CMI 2 2 2 1 2 2 CMB 4 4 4 2 4 4 
NW+ CMI 4 1 2 1 2 1 CMB 8 2 4 2 4 2 
TWW+ CMI 4 1 2 1 2 2 CMB 8 2 4 2 4 4 
XSW+ CMI 2 2 2 1 2 2 CMB 4 4 4 2 4 4 
CW- CMI 4 2 2 1 1 2 CMB 8 4 4 2 2 4 
NW- CMI 4 1 2 1 2 2 CMB 8 2 4 2 4 4 
TWW- CMI 2 1 2 1 2 1 CMB 4 2 4 2 4 2 
XSW- CMI 2 1 2 1 2 2 CMB 4 2 4 2 4 4 
E211  CMI 4,0 0,5 1,0 1,0 1,0 2,0 CMB 4,0 0,5 2,0 2,0 2,0 4,0 
E224  CMI 1,0 2,0 0,5 0,5 1,0 0,5 CMB 1,0 4,0 1,0 1,0 1,0 0,5 
 Atividade antifúngica 
  A. fumigatus A. niger A.  versicolor P. funiculosum P.  verrucosum var. cyclopium 
T.  viride 
CW+ CMI 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 CMF 1 1 1 1 1 1 
NW+ CMI 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 CMF 1 1 1 1 2 2 
TWW+ CMI 0,25 0,25 0,5 0,5 0,25 1 CMF 0,5 0,5 1 1 0,5 2 
XSW+ CMI 1 1 1 1 1 1 CMF 2 2 2 2 2 2 
CW- CMI 0,5 0,25 0,5 0,5 1 4 CMF 1 0,5 1 1 2 8 
NW- CMI 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25 1 CMF 1 1 1 1 0,5 2 
TWW- CMI 1 0,5 1 1 1 1 CMF 2 1 2 2 2 2 
 CMI 2 4 1 1 1 1 
XSW- CMF 4 8 2 2 2 2 
E211  CMI 1,0 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0 CMF 2,0 2,0 2,0 2,0 4,0 2,0 
E224  CMI 1,0 1,0 1,0 0,5 1,0 0,5 CMF 1,0 1,0 1,0 0,5 1,0 0,5 
C: Controlo; N: Nomoren; TW: Twin Anti-stress; XS: X-stress; W+: indica o regime de irrigação normal; W-: indica o regime de 
retenção de água. Controlos positivos: E211 -  Benzoato de sódio e E224 -  Metabissulfito de potássio. 





A implementação de atividades agronómicas, com base no uso de bioestimulantes, 
é um elemento importante das práticas agroecológicas. Neste estudo, o valor nutricional, 
a composição química e a bioatividade das vagens do feijão Rainha Roxa, foram 
positivamente afetados pela aplicação dos bioestimulantes, embora um efeito específico 
do produto tenha sido verificado dependendo do regime de irrigação. 
Resultados promissores também foram verificados em relação ao alívio dos efeitos 
negativos provocados stress hídrico, onde a aplicação dos bioestimulantes aumentou a 
qualidade das vagens do feijão Rainha Roxa. 
Verificaram-se efeitos variados no valor nutricional do fruto do feijão no que se 
refere aos bioestimulantes aplicados sob condições de stress hídrico. O conteúdo de 
proteínas foi elevado nas plantas onde se aplicou o stress hídrico, independentemente do 
tratamento bioestimulante aplicado, especialmente nas que receberam os tratamentos 
Twin Anti-stress (TWW-) e X-Stress (XSW-). 
Frutose, glucose e sacarose, foram os açúcares identificados em todas as amostras 
testadas e, foi observada uma resposta variável quer com o tratamento dos 
bioestimulantes, quer com a irrigação aplicada. Teores elevados de frutose e sacarose 
foram observados nos tratamentos de NW+ e CW-, respetivamente. 
Os principais ácidos orgânicos detetados foram os ácidos oxálico, málico e cítrico, 
e vestígios do ácido fumárico. XSW+ foi o tratamento responsável pelo maior conteúdo 
de ácido málico, ácido cítrico e ácidos orgânicos totais. Além disso, todos os tratamentos 
bioestimulantes resultaram numa diminuição dos teores de ácido oxálico em condições 
de stress hídrico, comparativamente com o regime de irrigação controlo 
Os principais ácidos gordos detetados foram os ácidos linoléico e palmítico, 
seguidos pelos ácidos α-linolénico e oleico e, verificou-se que os bioestimulantes podem 
afetar a composição dos ácidos gordos e aumentar a qualidade do produto final. Teores 
elevados de C18:2n6c foram verificados nas condições normais de irrigação para as 
amostras controlo CW+ e tratamento XSW+ e, de C18:3n3 para o tratamento NW+. 
Teores elevados de C16:0 foram verificados nas condições de stress hídrico nas amostras 
controlo CW- e XSW-, e de C18:1n9c para o tratamento TWW-. 
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Os únicos isómeros da vitamina E detetados foram o α- e γ-tocoferóis. Teores 
elevados de α-tocoferol foram verificados no tratamento TWW- e teores elevados de γ- e 
tocoferóis totais foram observados para o mesmo bioestimulante sob o regime de 
irrigação (TWW+). 
 Doze compostos fenólicos foram identificados em todas as amostras estudadas, 
incluindo dois ácidos fenólicos, nove flavonoides e uma antocianina. Em relação aos 
compostos fenólicos não antociânicos, a (-)-epicatequina foi o composto mais abundante 
nas amostras CW+ e NW+. CW- e TWW- apresentaram o maior teor de (+)-catequina, 
por sua vez, o cafeoil-O-hexósido e o derivado do ácido p-cumárico apresentaram teores 
elevados nas amostras tratadas com XSW+ e NW-, respetivamente. Os maiores teores de 
flavonoides totais foram detetados no tratamento TWW-, enquanto que o tratamento 
XSW+ apresentou maior teor de ácidos fenólicos totais. Relativamente aos compostos 
fenólicos antociânicos, o CW+ apresentou teores elevados de malvidina 3,5-di-O-
glicósido, enquanto os restantes tratamentos, apresentam teores semelhantes. 
O ensaio de TBARS, não revelou diferenças significativas entre a maioria dos 
tratamentos aplicados. No ensaio OxHLIA, o tratamento XSW+ apresentou os menores 
valores de IC50, indicando assim o melhor potencial antioxidante do que os restantes 
tratamentos. 
No que se refere à atividade antibacteriana, os extratos hidroalcoólicos da vagem 
feijão foram mais eficazes do que o controlo positivo E224 contra a estirpe B. cereus. Os 
tratamentos que apresentaram maior eficácia foram o N e o TW (independente do regime 
de irrigação) e o XSW-, não havendo diferenças significativas entre eles. O tratamento 
CW foi o mais eficaz contra a S. Typhimurium.  
Para a atividade antifúngica, os extratos foram mais eficazes do que os controlos 
positivos, no caso da estirpe A. fumigatus (TWW+), A. niger (TWW+ e CW-), A. 
versicolor (C e N independentemente do regime de irrigação e TWW+) e P. verrucosum 
var. cyclopium (TWW+ e NW-). Valores de CMI semelhantes aos controlos positivos 
foram verificados para a estirpe P. funicolosum (tratamentos C e N independentemente 
do regime de irrigação e TWW+) e para T. viride (CW+). 
Antes que os bioestimulantes possam ser eficazes na redução do uso de fertilizantes, 
é importante encontrar os mais promissores para as condições e objetivos específicos que 
se pretendem e ainda, investigar a melhor forma de aplicá-los. 
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O regime de deficit hídrico deve ser valorizado devido ao aquecimento global e 
aos recursos hídricos cada vez mais escassos e dispendiosos. Este estudo, permitiu-nos 
obter uma perspetiva clara acerca do impacto e da utilização dos bioestimulantes e do 
stress hídrico no fruto do feijão Rainha Roxa, bem como o impacto na composição 
nutricional, química e bioativa do produto final. 
 
5.1   Perspectivas futuras 
 
Em futuros trabalhos seria interessante avaliar a interação dos fatores ambientais 
e dos genótipos que podem ter um impacto significativo na composição nutricional, 
química e bioativa, como por exemplo o fotoperíodo, exposição solar, tempo de colheita, 
macro e micronutrientes, entre outros.  
Avaliar o efeito que a aplicação da rega deficitária a longo prazo exerce na cultura 
e avaliar o tempo a que poderão estar sujeitas a este tipo de rega.  
Detetar especificamente a fase em que o stress atua com base nas características 
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